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Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué et la troisième cause de 
mortalité liée au cancer chez les hommes au Canada. Un quart des patients diagnostiqués développeront 
une forme plus agressive de ce cancer. Bien que nous possédions plusieurs indices cliniques pronostiques 
dans les cancers localisés (score de Gleason, taux sérique d’antigène prostatique spécifique (APS), stade, 
etc.), ceux-ci sont insuffisants pour adéquatement distinguer les patients à faible risque de progression 
de ceux à haut risque. A ce jour, aucun biomarqueur pronostique n’est encore utilisé en clinique. Les 
cliniciens ont donc besoin de nouveaux outils plus efficaces pour stratifier ce cancer et pour s’assurer 
d’adapter au mieux le traitement à chaque patient. 
En nous basant sur la littérature et sur des études préliminaires (cohortes de moins de 65 
patients), notre hypothèse est que les protéines PUMA-NOXA et les récepteurs membranaires de la 
famille ERBB seraient, lorsqu’utilisés en combinaison, des biomarqueurs prédictifs de la progression du 
cancer de la prostate. Les objectifs de cette thèse sont : 1) identifier et valider de bons anticorps pour 
chaque biomarqueur d’intérêt, 2) définir les niveaux d’expression de chaque biomarqueur sur une cohorte 
de 285 patients, et 3) établir les corrélations entre les niveaux d’expression et les données cliniques des 
patients. 
Dans l’optique d’une utilisation en clinique, des anticorps de type monoclonal ont été choisis pour 
identifier les biomarqueurs d’intérêts. Ces anticorps ont été testés et validés pour leur spécificité par 
immunobuvardage de type western blot et par immunofluorescence. La localisation de la protéine 
d’intérêt a été validée sur des échantillons de tissus de patients suivie de l’optimisation du multi-
marquage sur les cellules épithéliales et basales. Après perfectionnement de l’analyse d’images, nous 
avons montré qu’une expression extrême (faible ou forte) de PUMA couplée à une forte expression de 
NOXA dans les glandes bénignes est associée à la rechute biochimique des patients. La présence de ces 
biomarqueurs dans les glandes bénignes permet d’envisager d’améliorer l’identification lors des 
premières biopsies des patients se qualifiant pour la surveillance active. Par ailleurs, le suivi de 
l’expression des récepteurs de la famille ERBB dans les glandes tumorales permet une stratification des 
patients atteints d’un cancer de la prostate en fonction des risques de rechute biochimique, de 
développement de métastases et de mort liée au cancer. Ainsi, les patients présentant la combinaison 
d’une forte expression de EGFR et d’une faible expression de ERBB3 sont les plus susceptibles de mourir 
spécifiquement de leur cancer de la prostate, en particulier si les cellules tumorales présentes en plus une 




Mon projet de doctorat aura donc permis d’identifier et de valider des biomarqueurs d’intérêt 
pour prédire l’évolution du cancer de la prostate et démontrer l’intérêt de suivre ces biomarqueurs en 
combinaison afin d’obtenir une meilleure stratification des patients. Ces résultats devront être validés sur 
une cohorte indépendante et multicentrique en vue de fournir aux cliniciens un plus grand nombre 
d’outils pour leur permettre de réaliser une stratification fine des patients atteints d’un cancer de la 
prostate, et ouvrirait la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques plus ciblées. 






Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer and the third leading cause of cancer-
related death in men in Canada. A quarter of patients will develop a more aggressive form of this cancer. 
While there are several clinical prognostic variables for localized prostate cancer (Gleason score, prostate 
specific antigen (PSA) levels, stage, etc.), these are insufficient to adequately distinguish between low and 
high-risk of progression cases. As a result, clinicians need new, more effective tools to stratify this cancer 
and to ensure that treatments are best tailored to each patient. To date, no prognostic biomarker has yet 
been used clinically. 
Based on the literature and preliminary studies of small cohorts (less than 65 patients), we 
hypothesize that the protein expression of PUMA-NOXA and ERBB family members could help with the 
prediction of prostate cancer progression. The objectives of this thesis are: 1) to identify and validate 
antibodies for each biomarker of interest, 2) to define the expression levels of each biomarker on a 285 
patient cohort, 3) to evaluate the correlation between marker expression levels and patient clinical data. 
For clinical use, monoclonal-type antibodies were chosen to identify the biomarkers of interest. 
These antibodies were validated for specificity by western blot and immunofluorescence techniques. The 
localization of the protein of interest was further identified within samples of patient tissues and 
additional optimization involving combinatorial staining for epithelial and basal cells. After refining the 
imaging and statistical analysis of PUMA and NOXA in benign glands, we found that extreme (weak or 
strong) PUMA expression coupled with high NOXA expression was associated with biochemical relapse. 
In addition, these proteins have significant potential for predicting disease evolution based on the initial 
radical prostatectomy sample. The presence of these proteins in benign glands would allow the 
identification of patients less suitable for active surveillance. Additionally, statistical analysis of ERBB 
family receptors in tumor glands, when used alone, allow stratification of prostate cancer patients for the 
prediction of biochemical relapse, development of metastases and also specific death from prostate 
cancer. Moreover, patients expressing a combination of high EGFR expression and low ERBB3 expression 
are at high risk of biochemical relapse and are at higher risk of prostate cancer specific mortality. In 
addition, coupling this high EGFR – low ERBB3 combination to a low ERBB2 expression helps classify 
patients at high risk of developing metastases. 
My doctoral research project will have made it possible to identify and validate biomarkers of 




these biomarkers in order to achieve better stratification of patients with prostate cancer. In the context 
of clinical utility, these results need to be validated on an independent and multicenter cohort in order to 
confirm these findings. This would eventually provide clinicians with a greater number of tools at their 
disposal to correctly anticipate patient trajectories and possibly identify new therapeutic targets for the 
control of the disease. 
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1.1 Le cancer en général et la médecine personnalisée 
Dans un contexte normal, chaque cellule possède toutes les informations génétiques nécessaires 
pour son développement, son fonctionnement, sa division et sa mort (Bruce Alberts et al., 2017). 
Cependant, certaines cellules peuvent, un jour, avoir une prolifération anormale et incontrôlée. Ce 
phénomène peut subvenir dans n’importe quel type de cellules d’un organe, d’une glande, d’un tissu 
musculaire, du sang ou encore du système lymphatique (Cooper, 2000). Le passage d’une cellule normale 
vers un état cancéreux se définit par la transformation cellulaire (Cooper, 2000). Dans le cas des tumeurs 
solides, cette cellule va proliférer pour former une masse appelée tumeur primaire de type bénin ou 
malin. Dans le cas des cancers sanguins, il s’agit d’un syndrome myélodysplasique lors de prolifération 
anormale des cellules sanguines matures. La transformation cellulaire comprend le maintien de la 
signalisation proliférative, l’évitement des gènes suppresseurs de tumeurs (gènes capables d’inhiber la 
croissance cellulaire), la résistance à la mort cellulaire, l’activation de l’immortalité réplicative, l’induction 
de l’angiogenèse (processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins) et l’activation de l’invasion 
(envahissement de l’organisme) entrainant le développement de métastases (croissance cellulaire à 
distance du site primaire). Ces six caractéristiques ont été les premières identifiées comme communes à 
tous les types de cancers (Hanahan et al., 2000). Depuis, de nouvelles recherches ont montré que ces six 
éléments ne sont pas les seuls qu’une cellule normale acquière lors de sa transformation en une cellule 
cancéreuse. En 2011, Hanahan & Weinberg (Hanahan et al., 2011) publie une actualisation de ces 
éléments en ajoutant quatre nouvelles caractéristiques communes à toutes les cellules cancéreuses : la 
dérégulation métabolique, l’échappement à la réponse immunitaire, l’inflammation oncogénique et 
l’instabilité génomique. 
Malgré le fait que chaque cancer présente des caractéristiques communes, un traitement universel 
n’est pas disponible à ce jour. De plus, plusieurs patients avec un même type de cancer ne répondront pas 
de la même manière à un même traitement, ou encore pour deux cancers différents, un même traitement 
pourra être efficace. Avec une telle complexité, la gestion thérapeutique des patients atteints d’un cancer 
devait être adaptée et la médecine personnalisée, aussi appelé médecine de précision, a fait son 
apparition (Garraway et al., 2013). Durant les dernières décennies, de nombreuses études ont porté sur 
la compréhension des changements intervenant dans une cellule et entrainant le développement et la 




des cibles impliquées dans l’augmentation du risque de la progression du cancer. De plus, la 
compréhension de ces anomalies génétiques et/ou moléculaires permet de découvrir de nouvelles cibles 
thérapeutiques. La médecine personnalisée a réalisé des progrès dans plusieurs domaines comme une 
meilleure identification des sous-types de cancer en fonction des profils génétiques ou protéiques et 
l’élaboration de nombreux agents chimiques spécifiques. Un exemple probant est l’identification de la 
protéine ERBB2 (HER2) qui est surexprimée chez environ 15 à 20% des patientes atteintes d’un cancer du 
sein (Slamon et al., 1987) (Guarneri et al., 2010). Cette protéine est utilisée pour stratifier ce cancer en 
différents sous-types (Curtis et al., 2012) en plus de servir de cible thérapeutique (Wilson et al., 2018). 
Cette stratification des cancers du sein en lien avec le niveau d’expression de la protéine ERBB2 va 
permettre d’établir un pronostic d’évaluation de la maladie pour chaque patiente. ERBB2 est un facteur 
de croissance qui participe dans la croissance, la différenciation et le contrôle du métabolisme cellulaire. 
Un cancer caractérisé par une forte expression de ERBB2 sera donc généralement plus agressif et conduira 
à un pronostic moins favorable pour la patiente (Bayani et al., 2017). Les patientes qui surexpriment cette 
protéine peuvent bénéficier d’un traitement au Trastuzumab. Il s’agit d’un anticorps monoclonal 
recombinant dirigé spécifiquement contre le domaine extracellulaire du récepteur ERBB2 afin d’inhiber 
ses fonctions et de limiter la progression cancéreuse. La réussite de ce traitement par Trastuzumab est 
illustrée par un meilleur pronostic pour les patientes. Cet exemple, bien que significatif, ne représente 
que le début de la médecine personnalisée et son développement devra passer par l’identification et la 
caractérisation de nouveaux biomarqueurs et donc de nouvelles cibles thérapeutiques. 
 
1.2 La prostate 
La prostate est une glande appartenant à l’appareil uro-génital masculin. La fonction principale de 
la prostate est la production du liquide prostatique riche en protéines, dont une panoplie d’enzymes et 
de minéraux, et qui aide à la protection et à l’enrichissement des spermatozoïdes (Isaacs, 1983). Lors de 
l’activité sexuelle, la prostate délivre le liquide prostatique dans les canaux jusqu’à l’urètre, où ce liquide 
est mélangé avec les spermatozoïdes et d’autres liquides avant d’être éjaculé sous forme de sperme. La 
prostate contrôle l’écoulement urinaire et l’éjaculation par le relâchement ou la contraction de ses fibres 
musculaires au moment d’uriner ou lors de l’orgasme. La prostate fabrique également la protéine 





Les cellules prostatiques sont androgéno-dépendantes. Ces androgènes sont composés à 90 % de 
testostérone. La sécrétion de la testostérone est contrôlée par le cerveau (Cartwright et al., 1986), plus 
spécifiquement par l’hypothalamus, qui produit une hormone appelée hormone de libération de la 
gonadotrophine (LH-RH et de l’anglais luteinizing hormone-releasing hormone) qui va, à son tour, stimuler 
l’hypophyse pour libérer l’hormone lutéinisante (LH) (Cartwright et al., 1986). La LH va être acheminée 
aux testicules par la circulation sanguine pour y stimuler la production et la sécrétion de la testostérone 
(Cartwright et al., 1986). Au niveau des testicules, la testostérone est convertie en 5α-dihydrotestostérone 
(DHT), son métabolite le plus actif (Figure 1). La testostérone et la DHT vont exercer leurs fonctions 
biologiques en se liant aux récepteurs des androgènes (AR) qui sont exprimés par les cellules épithéliales 
prostatiques normales (Heinlein et al., 2004). Le AR est un facteur de transcription appartenant à la 
superfamille des récepteurs aux hormones stéroïdiennes (Heinlein et al., 2004). 
 
Figure 1: Description du circuit hormonal chez l'homme. 
Provenant de (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
 
1.2.1 Architecture de la prostate 
A l’état normal, la prostate a une taille d’environ 3 cm de hauteur et 4 cm de large. Elle ne pèse pas 




située en profondeur dans le bassin de l’homme, sous la vessie et devant le rectum (Packer et al., 2016) 
(F. Saad, McCormack, M., 2019). Elle est formée de deux lobes qui entourent la partie supérieure de 
l’urètre, le conduit qui transporte l’urine et le sperme vers l’extérieur du pénis (Figure 2). 
 
Figure 2: Description de l'anatomie de la prostate et des organes avoisinants. 
Provenant de (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
La prostate est un organe qui a une anatomie relativement simple. Elle est divisée en quatre zones 
distinctes. La zone périphérique (ZP sur la figure 3), située à l’arrière de la glande, constitue plus de 70 % 
de la prostate glandulaire (McNeal, 1981). C’est dans cette zone que la majorité des adénocarcinomes se 
développent (McNeal, 1981) (Packer et al., 2016). La zone centrale (ZC sur la figure 3) représente 25 % de 
la prostate glandulaire (McNeal, 1981). Elle entoure les canaux éjaculateurs qui se réunissent au point de 
rencontre avec l’urètre descendante pour former la vésicule séminale (McNeal, 1981) (Packer et al., 2016). 
La zone transitionnelle (ZT sur la figure 3), située directement sous la vessie et qui entoure l’urètre, 
constitue moins de 1% de la prostate glandulaire (McNeal, 1981) (Packer et al., 2016). C’est en général 
dans cette zone restreinte que se développent les hyperplasies bénigne de la prostate (McNeal, 1981) 
(Packer et al., 2016). Finalement le stroma fibromusculaire antérieur (SFA sur la figure 3) forme la totalité 




glandulaire ne possède aucune fonction prostatique. Elle représente néanmoins, environ un tiers de la 
masse du tissu de la capsule prostatique. Il s’agit d’un épaississement du tissu de la glande qui est à 
l’origine de la convexité caractéristique de la surface antérieur de la prostate (McNeal, 1981). 
 
Figure 3: Description des quatre zones distinctes de la prostate. 
ZP = Zone Périphérique, ZC = Zone Centrale, ZT = Zone Transitionnelle, SFA = Stroma Fibromusculaire 
Antérieur. Traduite de (Packer et al., 2016). 
 
1.2.2 Histologie de la prostate 
L’histologie prostatique, très hétérogène, se compose de glandes organisées et entourées d’un 
stroma de soutien (Abate-Shen et al., 2000) (Xin, 2013) (Henry et al., 2018). Plus spécifiquement, la 
prostate est constituée de trois types de tissus : 1) le tissu glandulaire qui produit le mucus et le liquide 
prostatique se mélangeant aux spermatozoïdes et à d’autres liquides pour former le sperme, 2) le tissu 
musculaire qui contrôle le jet de l’urine et de l’éjaculation, et 3) le tissu fibreux qui maintient la structure 
de la glande. Les glandes composant le tissu glandulaire sont de type tubulo-alvéolaires, c’est-à-dire à 
embranchements relativement simples et avec des conduits qui sont composés d’un épithélium 
cylindrique pseudostratifié (Figure 4). Cet épithélium est formé de trois types de cellules : luminales, 
basales et neuroendocrines (Abate-Shen et al., 2000) (Xin, 2013) (Henry et al., 2018). Les cellules 
luminales forment la majorité de l’épithélium de la prostate et remplissent la fonction sécrétoire (Abate-
Shen et al., 2000) (Xin, 2013). Elles dépendent de la présence des androgènes pour leur survie (Abate-
Shen et al., 2000) (Xin, 2013). Les cytokératines 8 et 18 (CK8 et CK18) sont les principaux biomarqueurs 
permettant de les identifier (Nagle et al., 1987). Une couche de cellules basales pluripotentes recouvre 
les cellules luminales. Ces cellules sont responsables de la régénération de l’épithélium glandulaire 
prostatique et servent de barrière pour protéger les cellules luminales des nombreuses agressions 
(polluants) endommagent leur matériel génétique (Abate-Shen et al., 2000) (Xin, 2013). Elles expriment 












2003). Les cellules neuroendocrines forment le troisième type cellulaire constituant cet épithélium. Elles 
sont associées à la différenciation et à la croissance des cellules épithéliales prostatiques. Elles ne 
représentent qu’une petite fraction des cellules de la prostate. Elles expriment la chromogranine A et la 
sérotonine (di Sant'Agnese, 1998) (Abate-Shen et al., 2000) (Xin, 2013).  
 
Figure 4: Description de l’histologie de la prostate. 
Traduite de (Abate-Shen et al., 2000). 
Le stroma, constituant 40 % du volume de la prostate, est composé de fibroblastes et de cellules 
musculaires lisses (Kassen et al., 1996). Les fibroblastes représentent 10 à 15 % du stroma et ils sont 
responsables de la production de la matrice extracellulaire de collagène et d’élastine. Ils sécrètent en 
outre plusieurs facteurs de croissance et des cytokines qui influencent indirectement la croissance et la 
différenciation des cellules épithéliales prostatiques. Les cellules musculaires lisses forment le reste du 
stroma. Elles facilitent l’expulsion des sécrétions des cellules épithéliales prostatiques vers la lumière 
glandulaire en se contractant lors de l’éjaculation (Kassen et al., 1996). Le stroma prostatique contient 
également le réseau de vascularisation et d’innervation de la prostate, et des cellules immunitaires telles 
que des lymphocytes et des macrophages (Bianchi-Frias et al., 2010). 
 
1.2.3 Pathologies bénignes de la prostate 
Vers l’âge de 30 ans la prostate augmente peu à peu de volume. De ce fait, la prostate risque parfois, 
en grossissant, de comprimer le canal urinaire qui la traverse et peut alors causer quelques troubles tels 
que des difficultés à uriner, un faible débit urinaire ou un besoin constant d’uriner. Il est à noter que le 
fait d’avoir un diagnostic d’une pathologie bénigne n’augmente pas les risques de développer un cancer 
de la prostate. 
Bien que désagréable, l’hypertrophie bénigne de la prostate n’est pas cancéreuse. Il s’agit d’une 











transitionnelle. Cette maladie bégnine touche la plupart des hommes âgés, notamment les hommes de 
plus de 50 ans, et sa cause semble être liée à des variations hormonales, en particulier de la testostérone 
et de la dihydrotestostérone. Cette maladie ne met pas la vie de l’homme en danger mais les symptômes 
sont généralement gênants pour ce dernier. Le traitement utilisé pour cette maladie est la prostatectomie 
transurétrale échoguidée par laser. La résection par laser va permettre d’enlever l’excès de tissus 
prostatique qui nuit à l’évacuation de l’urine (F. Saad, McCormack, M., 2019).  
La prostatite peut être une maladie infectieuse causée par une bactérie qui provient soit d’une 
infection urinaire soit d’une infection transmissible sexuellement. Un simple traitement à base 
d’antibiotique permet de la guérir (F. Saad, McCormack, M., 2019). Cependant, certains hommes vont 
avoir des douleurs dans le bas-ventre sans souffrir d’infection, il s’agit alors d’une prostatite chronique, 
aujourd’hui nommée douleurs pelviennes chroniques, car la prostate n’est pas forcément en cause. Les 
traitements utilisés dans ce cas sont basés sur l’emploi d’antibiotiques, d’anti-inflammatoires et des 
médicaments qui relâchent les muscles lisses de la prostate (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
La néoplasie intra-épithéliale de la prostate (NIP) est une croissance anormale et incontrôlée des 
cellules épithéliales qui tapissent la paroi des glandes de la prostate. Elle peut survenir à plusieurs endroits 
dans la prostate et est alors qualifiée de NIP multifocale. Elle est généralement détectée lors d’une biopsie 
ou lors d’une résection transurétrale de la prostate. La NIP peut être de bas grade, dysplasie difficile à 
différencier des lésions bénignes, ou de haut grade, avec présence d’anomalies au niveau des noyaux et 
du cytoplasme des cellules prostatiques. Il est à noter que la forme de haut grade de NIP est considérée 
comme une lésion précurseur du cancer de la prostate (De Marzo et al., 2007) (De Marzo et al., 2016) 
(Trabzonlu et al., 2019). 
 
1.3 Le cancer de la prostate 
Lors de la formation d’un cancer, la littérature a mis en évidence la présence d’altérations 
d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeurs en lien avec la transformation cellulaire. L’origine de 
ces altérations peut être soit exogène (facteurs environnementaux tels que l’alimentation, le tabac, les 
radiations et la pollution), soit endogène (provoqué en partie par des molécules issues du métabolisme 
de l’hôte et les facteurs génétiques) (U.S. National Library of Medicine, 2013). 
Il existe plusieurs types de tumeurs cancéreuses de la prostate. Les plus rares sont de types 




nommer que ceux-ci (Xin, 2019). Il est aussi important de mentionner le carcinome à petites cellules qui 
est une maladie affectant les cellules neuroendocrines présentent dans la prostate. Ces cellules peuvent 
être à l’origine de tumeurs neuroendocrines primaires de novo, ou générer une différenciation 
neuroendocrine d’un adénocarcinome prostatique coexistant ou antérieur (Priemer et al., 2016). Ce 
carcinome est considéré comme particulièrement agressif puisque sa présence augmente la progression 
de la maladie même après l’utilisation de traitement de type thérapie par privation androgènique (Hirano 
et al., 2004). La totalité de ces carcinomes ne représentent qu’environ 5 à 10 % des cancers de la prostate. 
Le cancer de la prostate (aussi appelé adénocarcinome de la prostate) représente 90 à 95 % de tous 
les types de cancer de la prostate (Xin, 2019). Les cellules qui deviennent cancéreuses sont généralement 
les cellules glandulaires et plus particulièrement celles de la zone périphérique. Ce cancer est caractérisé 
par une hyper prolifération des cellules luminales, une perte de la couche basale, une rupture de la 
membrane basale, une infiltration du tissu par des cellules immunitaires et une réactivité stromale (Packer 
et al., 2016). Il est à noter que le cancer de la prostate se développe habituellement en plusieurs foyers, 
il est donc qualifié de multifocal. Dans la majorité des cas, le cancer de la prostate est, dans ces stades 
précoces, asymptomatique, ce qui veut dire qu’un homme peut vivre avec cette maladie sans se douter 
de rien et jusqu’à la détection de celui-ci (F. Saad, McCormack, M., 2019). Dans 80 % des cas, la découverte 
du cancer de la prostate est faite de façon fortuite lors d’un examen de routine chez le médecin. La prise 
en charge thérapeutique des patients va dépendre en grande partie du degré de progression des cellules 
cancéreuses (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
 
1.3.1 Statistiques 
En 2020 et d’après la société canadienne du cancer (Brenner et al., 2020), un homme sur neuf 
développera un cancer de la prostate ce qui en fait le cancer le plus diagnostiqué chez les canadiens. Plus 
spécifiquement, il est estimé que, chaque année, 23 300 hommes recevront un diagnostic de cancer de la 
prostate, soit 20,1 % de tous les nouveaux cas de cancer chez l’homme (Brenner et al., 2020). Il est à noter 
que le taux d’incidence du cancer de la prostate a atteint des sommets en 1993 et en 2001 (Figure 5) 
(Comité consultatif des statistiques canadiennes sur le cancer, 2019). Ces deux pics ont été suivis par une 
baisse associée à la mise au point du test de dépistage par dosage de l’APS sanguin et à son utilisation 





Figure 5: Taux d’incidence normalisés selon l’âge (TINA) des trois cancers les plus diagnostiqués chez les hommes 
au Canada (à l’exception du Québec), 1984 à 2019. 
Données provenant de (Comité consultatif des statistiques canadiennes sur le cancer, 2019). 
Le cancer de la prostate est la troisième cause de décès par cancer chez les canadiens, un homme 
sur 29 hommes en mourra (Brenner et al., 2020). Cela représente en moyenne 4 200 hommes succombant 
à ce cancer chaque année, soit 9,5 % de tous les décès par cancer chez l’homme (Brenner et al., 2020). De 
plus, il est à noter que le taux de mortalité est en diminution constante depuis la fin des années 1990 
(Figure 6). Cette diminution est attribuable à une détection plus précoce de la maladie et à l’amélioration 





Figure 6: Taux de mortalité normalisés selon l’âge (TMNA) des trois cancers les plus mortels chez les hommes au 
Canada, 1984 à 2019. 
Données provenant de (Comité consultatif des statistiques canadiennes sur le cancer, 2019). 
En résumé, chaque jour, en moyenne 64 Canadiens recevront un diagnostic de cancer de la prostate 
tandis que 11 en mourront. En dépit de ces chiffres pouvant sembler impressionnants, il est important de 
noter que les cancers peuvent être divisés en deux catégories : ceux à progression lente et ceux plus 
agressifs. La majorité des cancers de la prostate, au moment du diagnostic, vont appartenir à la première 
catégorie bien que certains d’entre eux puissent ensuite évoluer vers une forme plus agressive. Ceci se 
reflète sur la survie nette qui atteint 93 %, au Canada, 5 ans après le diagnostic (Brenner et al., 2020). 
 
1.3.2 Considérations cliniques du cancer de la prostate 
1.3.2.1 Dépistage du cancer de la prostate 
Le toucher rectal est généralement la première méthode employée pour le dépistage du cancer de 
la prostate. Il s’agit d’un examen physique simple et causant peu d’inconfort. Le médecin de famille palpe 
la prostate à travers la paroi rectale afin de détecter la présence éventuelle d’une bosse ou d’un 
durcissement de la prostate (F. Saad, McCormack, M., 2019). Ces données sont les premières qui 
permettent d’évaluer le développement de la maladie. Cependant, le toucher rectal a ses limites puisqu’il 
ne permet pas un examen de la prostate en entier. Il est nécessaire de compléter cette évaluation 




L’antigène prostatique spécifique est une glycoprotéine produite par les cellules luminales de la 
prostate, elle est donc spécifique à cet organe (Balk et al., 2003). Elle a pour fonction de liquéfier les 
substances qui constituent le sperme. La prostate sécrète des substances essentielles pour maintenir un 
environnement favorable à la survie des spermatozoïdes et donc contribue à la fertilité masculine (Balk 
et al., 2003). Le taux d’APS mesuré dans le sang, par le biais d’une biopsie liquide, a tendance à augmenter 
chez les hommes de plus de 40 ans à cause de l’augmentation du volume de la prostate. En effet, plus il y 
a de cellules luminales dans la prostate et plus la production d’APS augmente, même en absence de 
cancer. En l’absence de pathologie, le taux d’APS se situe entre 0 et 4,0 ng/mL, les cellules normales ne 
laissant passer qu’une faible quantité d’APS dans le sang (F. Saad, McCormack, M., 2019). Étant donné 
que les cellules cancéreuses de la prostate prolifèrent de façon anarchique et incontrôlée une plus grande 
quantité d’APS sera produite et sera ainsi décelée dans le sang. Quatre données doivent être prises en 
compte afin d’améliorer sa précision : la densité de l’APS (volume de la prostate en fonction du taux de 
l’APS), la quantité d’APS libre par rapport à l’APS total (APS non lié à d’autres protéines dans le sang), la 
vélocité de l’APS (cinétique du taux de l’APS) et l’âge du patient (F. Saad, McCormack, M., 2019). Si 
aujourd’hui le test de l’APS est le meilleur test de dépistage pour le cancer de la prostate, il n’est pas 
parfait car il est à noter que l’APS est spécifique à la prostate est non au cancer de la prostate. De ce fait, 
un taux d’APS élevé est le signe de la présence d’une pathologie liée à la prostate. 
La valeur de l’APS a un lien avec le pourcentage de la prévalence du cancer de la prostate (Figure 
7). Avec des valeurs d’APS total inférieures à 7,0 ng/mL, la prévalence du cancer est inférieure à 25 % et il 
s’agit d’un stade très précoce et curable dans 80% des cas. Si les valeurs d’APS sont incluses entre 7,01 et 
30 ng/mL alors la prévalence est d’environ 65 % et cela correspond à un stade précoce mais curable à 50 
%. Pour une valeur d’APS comprise entre 30,01 et 100 ng/mL, la prévalence est de 90 % et il s’agit d’un 
stade avancé. Finalement, pour des valeurs supérieures à 100,01 ng/mL, la prévalence du cancer est de 





Figure 7: Histogramme de la correspondance de la valeur d’APS total en fonction de la prévalence du cancer de la 
prostate. 
Chiffres extraits du site internet (www.arcagy.org/infocancer). 
Afin d’avoir de meilleurs résultats et en connaissant les limites de ces différents tests, il est 
nécessaire qu’ils soient combinés pour améliorer l’exactitude du dépistage. À ce stade, l’utilisation de 
nomogramme va permettre de déterminer, pour chaque patient, la nécessité d’avoir recourt à la biopsie 
(Shariat et al., 2009). Le nomogramme est un modèle statistique prédictif qui va inclure dans une équation 
les données disponibles du patient telles que son origine ethnique et son âge ainsi que les données 
cliniques disponibles telles que son taux d’APS et le résultat du toucher rectal (Eastham et al., 1999) 
(Karakiewicz et al., 2005). Pour chaque donnée, un nombre de points est attribué qui, additionnés, vont 
donner un score total, score qui va correspondre à une probabilité d’avoir un nombre de biopsies positives 
pour ce patient (Eastham et al., 1999) (Karakiewicz et al., 2005). Les nomogrammes peuvent aussi être 
utilisés à d’autres étapes de la prise en charge clinique du patient en ajoutant de nouvelles données 
d’entrées dans cette équation comme les éléments de classifications du cancer de la prostate décrits par 
la suite dans cette thèse (Garzotto et al., 2003; Ross et al., 2001) (Chun et al., 2006). Ces nomogrammes 
peuvent alors permettre de déterminer les probabilités d’une rechute biochimique et de préciser 
l’agressivité du cancer. 
Actuellement, il est recommandé aux hommes de plus de 50 ans de faire régulièrement un 
dépistage et de discuter avec leur médecin de famille des risques de cancer de la prostate. Si le médecin 
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1.3.2.2 Diagnostic du cancer de la prostate 
En présence d’un toucher rectal suspect et d’un taux d’APS augmenté, et afin de poser un diagnostic 
plus précis, il sera nécessaire que le patient fasse une échographie transrectale accompagnée d’une 
biopsie. 
L’échographie transrectale est pratiquée en insérant dans le rectum un instrument muni d’une 
aiguille de biopsie qui produit des ondes sonores de haute fréquence dirigées vers la prostate. À partir de 
ces ondes sonores, une image des structures du corps va être extrapolée. Cet examen permet dans un 
premier temps d’obtenir la mesure du volume de la prostate ainsi que de déceler d’éventuelles zones 
anormales, qui feront l’objet d’une biopsie (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
La biopsie s’effectue à l’aide d’une aiguille qui va percer la paroi du rectum afin d’accéder à la 
prostate et de réaliser le prélèvement des tissus et des cellules. En général, une collecte de 6 à 12 biopsies 
est effectuée dans les différentes zones de la prostate accessibles par le rectum (F. Saad, McCormack, M., 
2019). Les échantillons seront analysés par un pathologiste qui déterminera si les tissus présentent une 
anomalie cancéreuse. Le rapport de pathologie va également préciser le grade de Gleason (voir partie 
1.3.2.4) qui va permettre d’évaluer l’agressivité du cancer et donc d’orienter l’urologue vers le traitement 
le mieux adapté pour le patient (Epstein et al., 2016). 
 
1.3.2.3 Examens complémentaires du cancer de la prostate 
A ces tests de diagnostic et de dépistage, il peut y avoir ajout d’examens complémentaires pour 
améliorer le diagnostic parmi lesquels se trouvent les nouvelles technologies d’imagerie. Ces examens 
complémentaires sont surtout réalisés chez les hommes qui présentent une bosse ou un durcissement 
étendu dans la prostate ou un taux d’APS élevé (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
La tomodensitométrie axiale (CT-scan) est un examen radiographique permettant de générer une 
image précise pour déterminer la dissémination du cancer aux ganglions et à d’autres parties du corps (F. 
Saad, McCormack, M., 2019). 
La tomographie par émission de positrons à l’antigène membranaire prostatique spécifique (PET 
au PSMA) est une autre technique d’imagerie médicale. Pour réaliser cet examen, il est nécessaire 
d’injecter dans le corps du patient un produit radioactif qui permettra de visualiser spécifiquement les 
cellules cancéreuses d’origine prostatique par la mesure de la radioactivité émise. Ce produit va cibler le 




cellules cancéreuses que par les cellules normales. Cela permet donc aux médecins d’avoir des précisions 
concernant l’étendue de la maladie dans l’ensemble des organes du patient. Néanmoins, cet examen, qui 
est encore considéré comme expérimental, n’est pas utilisé en routine (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
Finalement, l’imagerie par résonance magnétique multiparamétrique (IRM multiparamétrique) 
est une technique d’imagerie radiologique utilisant des forces magnétiques pour produire des images 3D 
de la prostate et des tissus voisins. Cet examen est en constante évolution et il semble qu’à l’avenir, il soit 
de plus en plus utilisé pour le diagnostic et le suivi d’un cancer de la prostate (F. Saad, McCormack, M., 
2019). 
 
1.3.2.4 Classification du cancer de la prostate 
Comme vue précédemment, la prise en charge thérapeutique des patients dépend en grande partie 
du degré de progression du cancer de la prostate. Cette progression est évaluée en fonction du grade et 
du stade de la maladie. Ces deux paramètres vont préciser l’état du cancer pour chaque patient au 
moment du diagnostic et permettre une meilleure planification du traitement. Ils vont donner une idée 
de la rapidité à laquelle le cancer peut se développer et de la probabilité de son évolution vers une forme 
plus agressive (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
Le grade, obtenu par le pathologiste qui examinera au microscope les biopsies prélevées (grade 
clinique) ou la prostate au complet (grade pathologique) dans le cas d’une prostatectomie, décrit 
l’apparence et l’agressivité des cellules cancéreuses. Cette classification histologique est basée sur le 
degré de différenciation des cellules cancéreuses et fait appel à l’échelle de Gleason (Epstein et al., 2016). 
Cette échelle, qui a été créée en 1966 par le Dr. Donald F Gleason (Bailar et al., 1966), est actuellement 
utilisée pour l’évaluation de plusieurs types de cancers (Figure 8). Elle est subdivisée en 5 échelons. Plus 
le numéro de l’échelon est petit, plus l’apparence des cellules cancéreuses est similaire à celle des cellules 
normales. Plus le numéro de l’échelon est proche de 5, plus l’apparence des cellules cancéreuses va être 
irrégulière et anormale (Epstein et al., 2016). Les grades 1 et 2 sont habituellement peu trouvés lors du 
diagnostic, car présents chez des patients ne subissant que très rarement des biopsies. Les cellules 
présentant ce degré de différenciation ont une très forte ressemblance avec les cellules normales, ce qui 
suggère une progression très lente de la maladie. Les grades 3, 4 et 5 sont en lien avec des cellules plus 





Figure 8: Profils histologiques schématiques de l’adénocarcinome prostatique de 2015 modifiés de la Société 
internationale de pathologie urologique. 
Provenant de (Epstein et al., 2016). 
Comme le cancer de la prostate est hétérogène, le degré de différenciation peut varier en fonction 
des zones du tissu prélevé. Par conséquent, le pathologiste va déterminer les deux grades les plus présents 
(le grade primaire et le grade secondaire), afin d’obtenir, en additionnant ces deux valeurs, un score de 
Gleason. Dans l’optique d’en faciliter la compréhension, les pathologistes ont conçu un système de 
groupes de grade (Epstein et al., 2016) (Gordetsky et al., 2016), qui attribue un numéro entre 1 et 5 à un 
cancer de la prostate selon le score de Gleason obtenu (Tableau 1). 





1 3 + 3 = 6  ou moins de 6 
Risque bas : cancer à développement lent et ne nécessitant souvent 
aucun traitement 
2 3 + 4 = 7 Risque intermédiaire bas : cancer à développement lent et ne nécessitant parfois aucun traitement 
3 4 + 3 = 7 Risque intermédiaire élevé : cancer à développement modéré et nécessitant habituellement un traitement 
4 8 Risque élevé : cancer à développement rapide avec un risque de propagation et nécessitant un traitement 
5 9 ou 10 
Risque très élevé : cancer à développement très rapide avec un fort 
risque de propagation et un mauvais pronostic et nécessitant un 
traitement 
 




Le stade décrit la dissémination des cellules cancéreuses en faisant référence au degré de 
propagation de la maladie dans et hors de la prostate (Srigley et al., 2019). Il s’agit du système de 
classification TNM basé sur 3 éléments : Tumeur, Ganglions pelviens (Nodes) et Métastases (Tableau 2) 
(Cheng et al., 2012). Ce système a été développé pour la première fois par Dr. Pierre Denoix dans les 
années 1950 (Denoix, 1952). Lors des premiers stades de la maladie, le cancer est confiné à la prostate 
(Stade I ou II: T1 ou T2, N0, M0). Dans les stades intermédiaires, la maladie commence à s’étendre au-delà 
de la prostate (Stade III : T3 et T4, N0, M0) (Figure 9). Puis, pour les stades les plus avancés de la maladie, 
le cancer se propage aux ganglions pelviens et/ou à d’autres organes/tissus (Stade IV : T1/2/3/4, N1, M0 
et T1/2/3/4, N0, M1) (Cheng et al., 2012). 
Tableau 2: Définition du système de classification du stade de la progression de la maladie. 
Classification TNM Classification Interprétation 
Tumeur primitive 
(Tumor) 
Fait référence à l’étendue de la tumeur dans la prostate elle-même 
(envahissement local) 
 T1 La tumeur est confinée à la prostate et elle est détectable lors 
du test d’APS 
 T2 La tumeur est locale mais palpable lors du toucher rectal 
 T3 La tumeur dépasse les limites de la prostate 




Fait référence au degré de propagation aux ganglions pelviens en prenant en 
compte la taille et le nombre de ganglions atteints 
 N0 Aucune trace de tumeur dans les ganglions voisins 
 N1, N2 et N3 Un ou plusieurs ganglions régionaux sont atteints pas la tumeur 
Métastases 
(Metastasis) 
Fait référence à la propagation du cancer à d’autres parties du corps 
 M0 Aucune trace de cellules cancéreuses au-delà des ganglions 






Figure 9: Les différents stades du cancer de la prostate. 
Les zones en gris représentent la présence des cellules cancéreuses. Provenant de (F. Saad, McCormack, 
M., 2019). 
 
1.3.3 Traitements et évolution du cancer de la prostate 
L’approche thérapeutique adaptée à chaque patient est déterminée en se basant sur les outils de 
dépistage et de diagnostic, ainsi que sur l’âge du patient, son état de santé général, ses antécédents 
médicaux et ses préférences personnelles. En soit, la réflexion sur le choix du traitement à prescrire doit 
être effectuée avec le patient atteint d’un cancer de la prostate (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
Cependant, il existe quelques lignes directives à suivre en fonction du niveau de progression du cancer de 
la prostate (Figure 10) (George, 2013). Chaque traitement est développé plus en détails dans les 





Figure 10: Illustration des lignes directives des traitements en fonction de la progression du cancer de la prostate. 
Adaptée de (Heidenreich et al., 2013). 
À titre d’exemple, pour un patient présentant un cancer à un stade de développement précoce, il 
peut être envisagé une approche de surveillance active. Pour un patient présentant un cancer de la 
prostate localisé et non métastatique, les options de traitements à privilégier sont la chirurgie ou la 
radiothérapie. Si le cancer récidive après ces traitements de première ligne, il lui sera recommandé de 
faire de l’hormonothérapie. Ce traitement aidera à contrôler la maladie mais la grande majorité des 
patients vont récidiver une seconde fois en développant une résistance à l’hormonothérapie 
accompagnée souvent de l’apparition de métastases à distance. Chez ces patients, il sera nécessaire 
d’avoir recours à des traitements par hormonothérapie de seconde génération couplés à de la 
chimiothérapie. Finalement, pour les patients à des stades bien plus avancés de la maladie, seul le recours 
à des traitements palliatifs visant à diminuer la douleur liée à la présence de métastases, est possible. 
 
1.3.3.1 Surveillance active 
La surveillance active, bien qu’il ne s’agisse pas d’un traitement en soi, peut être proposée à des 
patients qui sont en bonne santé et qui présentent un cancer à un stade de développement précoce (F. 
Saad, McCormack, M., 2019). Il s’agit du suivi actif et régulier de l’évolution des symptômes cliniques du 
patient avec, tous les trois à six mois, un toucher rectal, un test d’APS et plusieurs biopsies de la prostate. 
Ce suivi permettra de déceler la présence de signes indiquant l’évolution du cancer. Si le médecin 
remarque une progression trop rapide, il sera proposé au patient une intervention thérapeutique telle 
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active (de 25 à 50 %) devront un jour avoir recours à un traitement en raison de la progression de leur 
cancer (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
 
1.3.3.2 Traitements de première ligne 
Les traitements de première ligne du cancer de la prostate sont la chirurgie et la radiothérapie. Ce 
sont des thérapies locales qui s’adressent à des patients présentant des stades de développement 
précoces de la maladie et un cancer strictement confiné à la prostate. 
La chirurgie qui est la plus couramment proposée est la prostatectomie radicale. La prostatectomie 
radicale consiste en l’ablation complète de la prostate, d’une partie des tissus environnants et des 
vésicules séminales. Après examen des spécimens prostatiques recueillis durant la prostatectomie 
radicale, le stade est réévalué à la hausse dans 1/3 des cas. L’analyse pathologique du tissu réséqué 
permet aussi de déterminer l’étendue de la dissémination des cellules cancéreuses dans la prostate. S’il y 
a franchissement des limites anatomiques de la capsule prostatique par des cellules cancéreuses, voir 
même seulement atteinte de ces limites, le pathologiste va établir que les marges de résection sont 
positives (Voges et al., 1992). La présence de ces marges positives suggère fortement au chirurgien que 
des cellules tumorales résiduelles sont encore présentes chez le patient et ce même après la 
prostatectomie radicale. Outre le stade du cancer de la prostate, une mauvaise exécution de la 
prostatectomie radicale peut également être à l’origine de marges positives et ainsi augmenter le risque 
de récidive du cancer pour le patient (Swindle et al., 2005) (L. Zhang et al., 2018). Les patients devront 
effectuer, après la chirurgie, des examens de routine tous les trois à six mois pendant une période totale 
de deux à trois ans. Si tous les résultats sont normaux alors les examens deviendront des rendez-vous 
annuels. Durant ces examens de routine, il sera principalement fait une prise de sang afin de suivre le taux 
d’APS. Normalement, après l’opération la concentration sanguine d’APS devrait être indétectable puisque 
les cellules épithéliales prostatiques ne sont, en théorie, plus présentes pour la produire. L’augmentation 
du taux de l’APS est le premier signe de progression du cancer de la prostate. La rechute biochimique est 
définie avec une augmentation égale ou supérieure à 0,2 ng/mL. Une augmentation supérieure à 0,4 
ng/mL est caractéristique d’une progression du cancer vers une maladie métastatique (Tourinho-Barbosa 
et al., 2018). Lors d’une rechute biochimique le médecin va privilégier une radiothérapie qui sera 
combinée avec l’hormonothérapie dans le cas d’une maladie métastatique. Il est à noter que le traitement 
localisé par prostatectomie radicale est souvent curatif, cependant approximativement 30 % des patients 




Habituellement, cette dernière survient entre une et quatre années après le traitement initial. Après 5 
ans sans rechute biochimique, le patient est en période de rémission et son risque de récidive devient 
alors très faible (F. Saad, McCormack, M., 2019). 
Le second traitement de première ligne est la radiothérapie qui peut être externe ou interne. La 
radiothérapie externe est basée sur l’utilisation de faisceaux à haute énergie tels que des rayons X ou des 
protons. Les faisceaux vont endommager l’ADN des cellules afin d’entrainer leur mort au moment de la 
division cellulaire et/ou le ralentissement de leur prolifération. Bien que le rayonnement soit également 
toxique pour les cellules saines, les cellules cancéreuses se multipliant plus rapidement que les cellules 
normales, elles sont donc plus vulnérables à ce traitement. En raison même de son mode d’action, la 
radiothérapie peut aussi être bénéfique pour les patients atteints d’un cancer avancé ayant récidivé. La 
radiothérapie peut être combinée avec des images de CT-scan, TEP et/ou IRM afin de réduire au maximum 
l’exposition des cellules saines aux rayonnements. La curiethérapie, la radiothérapie interne, utilise de 
petits implants radioactifs qui sont placés dans la prostate lors d’une intervention chirurgicale. Il y a deux 
approches possibles à la curiethérapie : à faible ou à fort débit (Skowronek, 2013). Pour la première, de 
petits implants émettant de faibles doses de rayonnement pendant plusieurs semaines ou mois sont 
placés dans la prostate. Les sources peuvent émettre une grande quantité de rayonnement dans une très 
petite zone afin de limiter la quantité de dommages aux tissus sains à proximité. À l’inverse, la 
curiethérapie à fort débit utilise des implants qui émettent de fortes doses de rayonnements et qui seront 
mis en place seulement pendant quelques minutes. Cette technique nécessite d’effectuer plusieurs 
expositions étalées sur plusieurs jours. Il est à noter qu’environ 40 % des patients traités par radiothérapie 
vont avoir une rechute biochimique dans les 10 ans post-thérapie (Kupelian et al., 2006) (Lin et al., 2019). 
Quelle que soit la thérapie de première ligne utilisée, la rechute biochimique chez un patient est 
associée avec une augmentation du risque de développer des métastases (Boorjian et al., 2011) (Lin et al., 
2019) puisque 34% des patients développeront des métastases huit ans après leur rechute biochimique 
(Pound et al., 1999). 
 
1.3.3.3 Traitements de seconde ligne 
Les traitements de seconde ligne sont l’hormonothérapie et la chimiothérapie. Ces traitements sont 




ligne mais aussi chez ceux avec un cancer localisé avancé sans métastases, un cancer qui a développé des 
métastases ou un cancer récidivant malgré l’hormonothérapie (avec ou sans métastases). 
Au début des années 1940, le Dr Huggins a établi que les cellules cancéreuses prostatiques sont 
dépendantes des androgènes pour leur croissance et leur survie (Huggins et al., 1941). C’est suite à cette 
importante découverte scientifique que l’utilisation de l’hormonothérapie, aussi appelée thérapie par 
privation androgénique, a commencé à être utilisée pour le traitement du cancer de la prostate. Les 
androgènes sont requis pour le développement de la prostate et sa fonction prostatique normale 
(Heinlein et al., 2004). Comme vue précédemment, les androgènes sont composés à 90 % de testostérone, 
cela l’identifie comme une excellente cible thérapeutique (Dai et al., 2017). 
Le but de l’hormonothérapie consiste à empêcher l’activation du récepteur aux androgènes (AR) 
des cellules cancéreuses en réduisant les niveaux d’androgènes ou en bloquant l’action de ces hormones. 
De ce fait, l’hormonothérapie permet de ralentir ou de réduire la croissance tumorale dans la prostate 
(Heinlein et al., 2004). Néanmoins, à plus ou moins long terme, le cancer de la prostate va progresser d’un 
état androgéno-sensible à un état androgéno-résistant (également appelé résistant à la castration), un 
phénomène qui serait peut-être dû à l’apparition de cellules androgéno-indépendantes au cours du 
développement de la tumeur, parfois avant même l’utilisation de traitements par hormonothérapie 
(Heinlein et al., 2004) (Bellmunt et al., 2010). 
Pour le premier type d’hormonothérapie, il y a utilisation d’un analogue de la LH-RH qui permet 
d’arrêter la production de LH par l’hypophyse. L’analogue le plus couramment utilisé est le Leuprolide 
(Lupron). Il y a aussi utilisation d’inhibiteurs de la synthèse d’androgène, de petites molécules de seconde 
génération telles que l’Abiratérone (Zytiga), qui bloquent la production d’androgènes par les testicules (F. 
Saad et al., 2015). Pour le second type d’hormonothérapie, il s’agit de thérapies qui agissent directement 
sur le AR pour l’empêcher de fonctionner, et donc limiter la croissance et la survie des cellules cancéreuses 
de la prostate. Les thérapies anti-androgènes de ce type disponibles sont l’Apalutamide (Erleada), le 
Bicalutamide (Casodex) et l’Enzalutamide (Xtandi) (F. Saad et al., 2015). 
Il est à noter que l’utilisation de l’hormonothérapie vise principalement à maitriser le 
développement de la maladie pour permettre aux patients de vivre plus longtemps tout en conservant 
une bonne qualité de vie. L’hormonothérapie peut également être utilisée avant la radiothérapie ou la 
chirurgie afin de réduire le volume tumoral (Forster et al., 2002). Il peut aussi être envisagé de l’utiliser 




cas de cancer avancé, l’option thérapeutique la plus optimale est l’hormonothérapie (Rhee et al., 2015; F. 
Saad et al., 2015; F. Saad, McCormack, M., 2019; Sountoulides et al., 2013). En moyenne 80 % des patients 
répondront de façon efficace à l’hormonothérapie. Néanmoins, tous les patients finiront par développer 
une résistance à la castration. Chez ces patients, seule le recours à la chimiothérapie est possible (F. Saad 
et al., 2015; F. Saad, McCormack, M., 2019). 
La chimiothérapie standard donnée aux patients atteints d’un cancer de la prostate métastatique 
ne répondant plus à l’hormonothérapie, est le taxane. Il s’agit d’un traitement intraveineux dont le 
nombre d’injections, effectuées aux trois semaines et appelées cycles, varie en fonction de la tolérance et 
de la réponse du patient. En général, il y a prescription de six à dix cycles. L’évaluation de l’efficacité d’un 
traitement de chimiothérapie se fait en suivant le taux d’APS sanguins du patient et en contrôlant que les 
symptômes liés à la maladie sont en diminution. Les taxanes sont des antimitotiques qui vont perturber 
la dépolymérisation des microtubules nécessaire à la division cellulaire et donc diminuer la prolifération 
des cellules cancéreuses. Le Docétaxel a été le premier agent taxane approuvé pour le traitement des 
cancers de la prostate métastatiques résistants à la castration. Depuis 2010, d’autres chimiothérapies ont 
été approuvées pour ce cancer telles que le Cabazitaxel qui peut être utilisé comme seconde ligne de 
traitement de chimiothérapie. Il faut rappeler qu’un grand nombre d’effets secondaires sont associés à 
l’utilisation de ces chimiothérapies dont les plus courants sont la perte de cheveux, les nausées, la fatigue 
et un affaiblissement du système immunitaire (Sperlich et al., 2013). 
Lorsque les patients ont un cancer de la prostate résistant à la castration, ils vont développer des 
métastases qui s’implanteront, le plus souvent, dans les os et qui sont donc qualifiées de métastases 
osseuses. Il est alors préférable d’avoir recours à des traitements ciblant la réduction des complications 
osseuses (Rhee et al., 2015; F. Saad et al., 2015; Sountoulides et al., 2013). Les os contiennent deux types 
de cellules : les ostéoclastes qui détruisent le tissu osseux vieillissant et les ostéoblastes qui reconstruisent 
ce tissu. Ces processus de formation et de résorption sont dans un équilibre qui maintient la croissance 
de l’os. Cependant certaines métastases, comme celles du cancer de la prostate, vont perturber cet 
équilibre en favorisant la croissance des ostéoblastes et donc une fragilisation de l’os. De ce fait, il s’agit 
de traitements de soutien, qui n’ont pas vocation à éliminer le cancer mais qui ont pour but de prolonger 
la vie des patients tout en leur assurant une qualité de vie convenable. Ces traitements ralentissent la 
croissance des métastases sans pour autant détruire toutes les cellules métastatiques. Parmi ces 
traitements, il y a le radium-223 (Xofigo), un agent radioactif administré par voie intraveineuse, qui va se 




traitements à base de bisphosphonates tels que l’acide zolédronique (Zometa) renforçant les os affaiblis 
par le cancer et soulageant les douleurs osseuses du patient (F. Saad, 2003). À ceux-ci s’ajoute l’utilisation 
de l’anticorps monoclonal Denosumab (Xgeva) qui a pour cible RANKL (de l’anglais receptor activator of 
nuclear factor-κB ligand). Ce traitement permet de diminuer les risques de complications en agissant 
directement sur les ostéoblastes pour solidifier l’os (M. R. Smith et al., 2009) (M. R. Smith et al., 2015). 
Une fois les premières métastases apparues, l’espérance de vie du patient est en moyenne de cinq ans 
(Pound et al., 1999). 
Avec le développement des recherches sur le cancer de la prostate, de plus en plus de traitements 
sont disponibles, mais afin d’éviter le développement de résistances (Agarwal et al., 2016; Hwang, 2012), 
il est nécessaire de pouvoir faire une meilleure identification des patients répondant spécifiquement à 
chaque traitement. Pour cela, et depuis plusieurs années, de nombreuses études s’intéressent au 
potentiel des biomarqueurs pour prédire l’évolution de la maladie, la réponse aux traitements voire la 
prédisposition à développer rapidement une résistance à des traitements spécifiques. 
 
1.4 L’utilisation de biomarqueurs 
En 1998, le groupe de travail de définition des biomarqueurs du NIH (de l’anglais National Institutes 
of Health) définit un biomarqueur (aussi appelé marqueur biologique) comme « une caractéristique qui 
est objectivement mesurable et évaluable comme un indicateur de processus biologiques normaux, de 
processus pathogéniques ou lors de réponses pharmacologiques à une intervention thérapeutique » 
(Biomarkers Definitions Working, 2001). Ces mesures et évaluations doivent être faites avec précision et 
reproductibilité. D’un point de vue clinique, le biomarqueur est une caractéristique variable qui reflète de 
la meilleure façon l’état d’un patient (Biomarkers Definitions Working, 2001). Ces caractéristiques 
variables peuvent être divisées en quatre types d’utilisations (Biomarkers Definitions Working, 2001) 
(Kulasingam et al., 2008): 
 outil de diagnostic pour détecter et identifier des patients atteints d’une maladie ou présentant 
un état anormal. Ces biomarqueurs doivent présenter une grande spécificité et sensibilité, 
 outil de stratification de la maladie ou de classification de l’étendue de la maladie, 
 outil de pronostic pour prédire l’évolution probable de la maladie, 
 outil thérapeutique pour prédire la réponse à un traitement avant le début de ce dernier ou 
pour le suivi de la réponse clinique à la suite d’une intervention. 




ou le préjudice pour les patients en se basant sur des données épidémiologiques, thérapeutiques, 
physiologiques et sur d’autres preuves scientifiques (Biomarkers Definitions Working, 2001). Les 
biomarqueurs peuvent être présents naturellement dans l’organisme, être produits par l’hôte en réponse 
à la présence de cellules cancéreuses ou bien être exprimés ou sécrétés par les cellules cancéreuses elles-
mêmes (Srinivas et al., 2001). De ce fait, les biomarqueurs peuvent être détectés dans les divers liquides 
de l’organisme (sang, urine, liquide cérébro-spinal, salive), dans diverses cellules ou encore dans les tissus. 
Les biomarqueurs couramment utilisés en clinique peuvent être de plusieurs types : ADN, ARN, protéines 
et métabolites (Hayes et al., 1996). L’utilisation de nouvelles technologies, comme le séquençage à haut 
débit, a eu un impact majeur sur la découverte de nouveaux oncogènes et de nouveaux gènes 
suppresseurs de tumeurs. 
Le développement de biomarqueurs passe par cinq phases pour aboutir à une utilisation en 
clinique (Pepe et al., 2001) : 1) études exploratoires précliniques, 2) développement et validation de tests 
cliniques, 3) études longitudinales rétrospectives, 4) études lors de dépistages prospectifs, et 5) essais 
cliniques randomisés (Mayeux, 2004). 
Les avantages de l’utilisation de biomarqueurs sont les suivants : réalisation d’une évaluation 
objective, quantification continue, résultats reproductibles, précision des résultats et étude des 
mécanismes de la maladie (Mayeux, 2004). Cependant, leurs utilisations comportent des inconvénients 
qui comprennent de longues validations qui peuvent être couteuses et des difficultés à établir des seuils 
de positivités représentatifs de toutes les situations (Mayeux, 2004). Les échecs du développement de ces 
biomarqueurs sont majoritairement liés à l’utilisation de cohortes contenant des échantillons qui n’ont 
pas été adéquatement conservés. De plus, ces cohortes regroupent habituellement un petit nombre de 
patients (inférieur à 100), sont peu représentatives de l’hétérogénéité d’un cancer spécifique, et 
proviennent d’un seul centre clinique. Néanmoins, l’accès aux échantillons biologiques par l’intermédiaire 
de biobanques permet de plus en plus d’augmenter ce nombre de patients pour chaque cohorte et 
également de faire des regroupements d’échantillons provenant de plusieurs centres cliniques. De plus, 
les biobanques permettent de faire une harmonisation des procédures de conservation et donc de 
diminuer les altérations possibles des échantillons. Ces améliorations visent à rendre les études de 





1.4.1 Synthèse des biomarqueurs étudiés en cancer de la prostate 
De nombreux biomarqueurs moléculaires du cancer de la prostate ont été identifiés; cependant 
seuls quelques-uns ont été approuvés par la FDA (de l’anglais Food Drug Administration) (Kohaar et al., 
2019). 
1.4.1.1 Biomarqueurs approuvés par la FDA pour le cancer de la prostate 
En clinique, le biomarqueur sanguin APS a été une découverte significative du 20eme siècle. Le Dr. 
T Ming Chu et ses collègues ont été les premiers à purifier et caractériser l’APS et à montrer que son 
expression est spécifique aux cellules épithéliales de la prostate (M. C. Wang et al., 1979). Le test de l’APS 
a été initialement approuvé par la FDA en 1986 pour surveiller la progression du cancer de la prostate 
chez les hommes qui avaient déjà été diagnostiqués. Une étude a mis en évidence que le test sérique de 
l’APS, en combinaison avec le toucher rectal, améliore également le diagnostic du cancer de la prostate 
(Catalona et al., 1991). De ce fait, la FDA a approuvé l’utilisation de cette combinaison de tests en 1994. 
L’APS est désormais identifié comme le biomarqueur protéique le plus représentatif pour aider au 
dépistage et au suivi d’un patient atteint d’un cancer de la prostate. Ce dosage a considérablement 
contribué à la détection et au traitement précoce des patients ce qui a conduit à une forte baisse de la 
mortalité liée à ce cancer au cours des dernières décennies (Etzioni et al., 2008) (Polascik et al., 1999). 
Néanmoins, comme évoqué plus tôt, le taux d’APS n’est pas spécifique à la présence du cancer de la 
prostate mais plus à l’activité de l’ensemble des cellules prostatiques (Thompson et al., 2004). De ce fait, 
une augmentation du taux d’APS peut aussi correspondre à une pathologie non cancéreuse telle que la 
prostatite ou l’hyperplasie bénigne de la prostate (Djavan et al., 2000) (Vickers et al., 2008). De plus, 
l’utilisation de l’APS seul peut mener à des sur ou des sous traitements et il ne permet pas la distinction 
entre les maladies à faible et à haut risque (Barry, 2001). 
En 2012, la FDA a approuvé le biomarqueur urinaire antigène 3 du cancer de la prostate (PCA3) 
(Progensa) qui est commercialisé par Hologic. PCA3 a été découvert par l’analyse du transcriptome de 
tissus tumoraux de la prostate (Bussemakers et al., 1999). Plusieurs études ont montré que PCA3 est 
surexprimé chez des patients atteints d’un cancer de la prostate (Petrovics et al., 2005) (Schalken et al., 
2003). Plus spécifiquement, ce test a été approuvé pour une utilisation chez les hommes de plus de 50 
ans présentant un taux d’APS élevé et un résultat de biopsies négatif (Groskopf et al., 2006). Dans cette 
étude, les auteurs établissent un score de PCA3 qui reflète le ratio entre les molécules d’ARN de PCA3 et 
celles d’APS détectées dans l’échantillon d’urine d’un patient prélevé après un toucher rectal (Groskopf 
et al., 2006). 




commercialisé par Metamark. Ce test est réalisé sur des coupes de biopsies pour lesquelles le pathologiste 
a identifié un score de Gleason de 3+3 ou de 3+4 (Blume-Jensen et al., 2015). Il vise à prédire la progression 
de la maladie vers une maladie à hauts risques. Il permet la quantification de l’expression de huit protéines 
(DERL1, CUL2, FUS, HSPA9, PDSS2, pS6, SMAD4 et YBX1) par immunofluorescence (Blume-Jensen et al., 
2015). Ces huit protéines ont été sélectionnées à partir d’un panel de 160 candidats. Seules les protéines 
présentant le plus de robustesse (sensibilité et spécificité) et de reproductibilité dans leurs expressions 
durant les différents stades de la maladie ont été conservées. Ces protéines sont connues pour avoir des 
fonctions indépendantes dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la survie cellulaire et du 
métabolisme. La diversité de ces protéines permet de prédire assez finement les changements biologiques 
qui vont orienter le cancer vers une maladie à haut risque (Shipitsin et al., 2014). 
 
1.4.1.2 Biomarqueurs avec un potentiel pronostique du cancer de la prostate 
Actuellement, en clinique, le nombre de biomarqueurs utilisés pour le diagnostic, le pronostic et la 
prédiction thérapeutique est faible. Toutefois, un grand nombre de biomarqueurs, seul ou en 
combinaison, visant à améliorer la stratification et la prévention des réponses aux traitements, suscitent 
de forts intérêts dans la communauté scientifique (Bickers et al., 2009) (Esfahani et al., 2015) (Esfahani et 
al., 2015; Gaudreau et al., 2016). 
Le biomarqueur α-methylacyl-CoA racemase (AMACR) ou P504S est une enzyme qui joue un rôle 
dans le métabolisme mitochondrial oxydatif et dans la synthèse d’acides gras (Ferdinandusse et al., 2000). 
L’utilisation du biomarqueur AMACR semble permettre d’identifier la présence de cellules cancéreuses 
prostatiques lors de marquage tissulaire. Cependant, une étude a rapporté que la diminution d’expression 
tissulaire de ce biomarqueur corrèle avec une augmentation du risque de rechute biochimique chez des 
patients mais aussi avec un mauvais pronostic pour des patients ayant développé des métastases (Rubin 
et al., 2005). Ce changement de niveau d’expression rend ce biomarqueur intéressant pour le pronostic 
des patients avec un cancer de la prostate résistant à la castration (Beach et al., 2002). 
Le biomarqueur KI-67 est une protéine nucléaire dont l’expression augmente quand les cellules se 
divisent. Ce marqueur de prolifération fait l’objet de nombreuses études au niveau de plusieurs cancers, 
incluant le cancer de la prostate. Sa forte expression dans les cellules épithéliales prostatiques 
cancéreuses semble prédire, indépendamment de tout autre marqueur, la rechute biochimique 
(Bettencourt et al., 1996), le développement de métastases (Li, Heydon, et al., 2004) et la mortalité 
spécifiquement liée à la maladie (Fisher et al., 2013) chez les patients ayant déjà reçu un traitement de 




résultats prometteurs pour la prédiction de la rechute biochimique lorsqu’il est utilisé en combinaison 
avec les biomarqueurs CD34 (Bettencourt et al., 1998), MDM2 (Khor et al., 2009), PCNA (Zhong et al., 
2008) ou encore p53 (Verma et al., 2015). Cependant, son utilisation seule en clinique pour le cancer de 
la prostate n’est pas recommandée par le réseau national de compréhension du cancer (NCCN, de l’anglais 
National Comprehensive Cancer Network) (Mohler et al., 2016). Ce réseau a pris en compte les résultats 
spécifiques au cancer de la prostate, la présence d’essai clinique randomisé et la comparaison avec 
d’autres tests existants. En se basant sur ces critères, ce test moléculaire présente aucun essai clinique et 
KI-67 a été trouvé dans toutes les cellules cancéreuses, donc un résultat positif de KI-67 n’est pas 
forcement lié au suivi spécifique d’un cancer de la prostate. 
La protéine PTEN (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 3-phosphatase) est un biomarqueur qui 
présente un grand potentiel pronostique. Elle est présente dans une grande majorité des cellules de 
l’organisme et contrôle la prolifération cellulaire. Différentes études ont rapporté la présence de PTEN 
autant au noyau (Chung et al., 2005) qu’au cytoplasme des cellules cancéreuses (Denning et al., 2007). 
Cependant, seule la perte de la localisation nucléaire de PTEN est liée à une augmentation des critères 
cliniques (score de Gleason, taux d’APS) chez les patients ayant une maladie à faible risque (Cuzick et al., 
2013). Son niveau d’expression a aussi été identifié comme pronostique pour des patients ayant eu une 
radiothérapie (Ramirez et al., 2008). Toutefois, PTEN ne fait pas parti des recommandations par le NCCN 
pour une utilisation en clinique pour le cancer de la prostate (Mohler et al., 2016) en raison de son 
expression dans toutes les cellules de l’organisme et de l’absence d’essai clinique pour ce test moléculaire. 
De ce fait, l’utilisation de PTEN comme biomarqueur ne peut pas être spécifique à la présence du cancer 
de la prostate. 
Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) est une protéine impliquée dans le contrôle épigénétique de 
la différenciation et de la prolifération cellulaire. Une étude a montré qu’une augmentation des niveaux 
d’expression de EZH2 dans les cellules épithéliales prostatiques, au noyau et au cytoplasme, est en lien 
avec l’évolution de la maladie et il a été observé avec un accroissement significatif de son niveau 
d’expression entre les tumeurs bénignes, le NIP, les cancers de la prostate localisés et les cancers de la 
prostate métastatiques (Varambally et al., 2002). Par ailleurs, de fortes expressions nucléaires de EZH2 
chez les patients avec une maladie localisée corrèlent avec un mauvais pronostic (Varambally et al., 2002). 
Ces résultats identifient ce biomarqueur comme un biomarqueur prometteur pour distinguer la maladie 
à faible risque par rapport à la maladie à haut risque (Varambally et al., 2002). Également, ce biomarqueur 
a montré un intérêt pour l’identification précoce des patients présentant un potentiel métastatique 




associée avec un risque accru de récidive métastatique après la radiothérapie (X. Wu et al., 2019). 
La E-cadhérine (ECAD) est une glycoprotéine couramment utilisée comme biomarqueur pour le 
suivie du phénotype épithélial lors de la transition épithélio-mésenchymateuse. Plusieurs études dans le 
cancer de la prostate ont montré que la diminution de l’expression de ECAD dans les cellules cancéreuses 
est associée significativement avec la progression de la maladie (Umbas et al., 1994) (Putzke et al., 2011). 
De plus, l’utilisation de ce biomarqueur en combinaison avec EZH2 a permis de prédire le risque de 
réapparition de la maladie à la suite d’une prostatectomie radicale (Rhodes et al., 2003). 
Le récepteur aux androgènes (AR) et son variant AR-V7 sont sans nul doute les biomarqueurs qui 
présentent actuellement le plus de potentiel dans le cancer de la prostate. Comme expliqué 
précédemment, le AR est un récepteur nucléaire activé principalement par les androgènes et est un 
facteur de transcription intervenant pour le maintien du phénotype masculin. Étant donné que les cellules 
prostatiques cancéreuses sont initialement hormono-dépendantes, le AR est grandement impliqué dans 
leur croissance et leur survie (Heinlein et al., 2004). De hauts niveaux d’expression d’AR sont associés avec 
l’augmentation de la prolifération des cellules cancéreuses, avec l’agressivité de la maladie et peuvent 
aussi prédire la rechute biochimique des patients indépendamment des données cliniques usuellement 
utilisées. Cela confirme le rôle du AR dans la croissance tumorale et dans la progression du cancer de la 
prostate (Li, Wheeler, et al., 2004). Un groupe de chercheurs a mis en évidence que l’analyse combinée 
de l’expression du AR, de KI-67 et de p53 chez des patients après prostatectomie radicale est en mesure 
de prédire l’échec du traitement hormonal (Inoue et al., 2005). Par la suite, l’identification de variants du 
AR a permis de démontrer le rôle des formes produites à la suite d’un épissage alternatif du AR dans le 
développement de la résistance à la castration. Il existe 4 formes mutées qui sont produites par épissage 
alternatif. Le AR-V7 en particulier, qui est une forme tronquée du AR, semble être un biomarqueur 
prédictif important chez les patients. Il est à ce titre suggéré que la mise en place d’un traitement ciblant 
spécifiquement ce variant permettra de prévenir la progression du cancer et ainsi améliorer la survie des 
patients (Qu et al., 2015). D’autres études ont montré que des patients développant des métastases en 
lien avec leur cancer de la prostate ont une augmentation de l’expression de AR-V7 dans les cellules 
prostatiques, tout en maintenant un faible niveau d’expression d’APS. Ces résultats suggèrent que la 
thérapie qui vise la privation d’androgène augmente l’expression de AR-V7 et inhibe la production de l’APS 
(Hornberg et al., 2011). Par ailleurs, il a été mis en évidence un potentiel effet des variants du AR sur la 
sensibilité aux chimiothérapies (Thadani-Mulero et al., 2014). Plus précisément, l’accumulation de 
différents variants du AR dans les cellules cancéreuses résistantes à la castration affecterait l’efficacité 




AR-V7 n’est pas impliqué dans l’apparition de ces résistances ce qui suggère que les patients présentant 
une expression de AR-V7 positive pourraient recevoir un traitement par chimiothérapie à base de taxane 
(Onstenk et al., 2015) (Nakazawa et al., 2015) alors que les patients AR-V7 négatifs seraient plus 
prédisposés à recevoir un traitement par hormonothérapie de seconde génération tel que l’Abiratérone 
ou l’Enzalutamide (Antonarakis et al., 2014). Il a d’ailleurs été montré que si, chez un patient, les cellules 
tumorales circulantes expriment AR-V7, alors une résistance à ces deux hormonothérapies est à prévoir 
(Antonarakis et al., 2014) (Steinestel et al., 2015) (Bryce et al., 2016). 
La protéine p53 a un rôle de suppresseur de tumeur, qui est une des principales barrières de la 
cellule contre le développement du cancer. Cette protéine est un facteur de transcription activé en 
réponse à pratiquement tous les signaux de stress associés au cancer et régule les gènes impliqués dans 
le cycle cellulaire, la réponse aux dommages à l’ADN, l’apoptose et le métabolisme (Lu et al., 2014). Cette 
protéine est la cible la plus fréquente de mutations non fonctionnelles dans les cancers humains. La forte 
expression de p53 par les cellules cancéreuses prostatiques est associée à un mauvais pronostic en terme 
de progression de la maladie et de survie des patients (Thomas et al., 1993) (Petrescu et al., 2006). De 
plus, le biomarqueur p53 semble être un indicateur pronostique indépendant des données cliniques pour 
l’apparition de métastases (Inoue et al., 2005) (Grignon et al., 1997). Aussi, la combinaison de l’expression 
de p53 et du proto-oncogène BCL-2 est un bon prédicteur de rechute biochimique pour les patients après 
prostatectomie radicale (Bauer et al., 1996). 
La protéine p65 est connue pour être la principale sous-unité du facteur de transcription NF-kappa-
B. Le complexe transcriptionnel NF-kB est essentiel pour la régulation de l’expression d’un grand nombre 
de gènes impliqués dans les réponses immunitaires et inflammatoires (Jimi et al., 2005), dans la 
prolifération cellulaire, dans la tumorigènese et dans la survie cellulaire (Hayden et al., 2014). Cette 
protéine est à la fois suivie en tant que biomarqueur pour sa fréquence nucléaire et pour son niveau 
d’expression cytoplasmique (Gannon et al., 2013). Notre laboratoire a mis en évidence la valeur pronostic 
de p65 en montrant que l’augmentation de la fréquence de localisation nucléaire de p65 est associée 
significativement avec la rechute biochimique (Lessard et al., 2003) (Fradet et al., 2004) (Gannon et al., 
2013) et avec le risque de progression de la maladie (Ismail et al., 2004) (Lessard et al., 2006) (Labouba et 
al., 2015). Cette valeur pronostic de p65 a été récemment validée dans une étude rétrospective utilisant 
une grande cohorte multicentrique (Grosset et al., 2019). 
La kinase IKKe connue comme une protéine impliquée dans la voie NF-kB, contribue à la 
tumorigenèse et représente ainsi un lien entre l’inflammation et le cancer (Shen et al., 2011). Dans le 




2011). Notre laboratoire a identifié qu’une augmentation de l’expression cytoplasmique de IKKe corrélait 
significativement avec la progression de la maladie (Peant et al., 2011). Cela a mis en évidence le potentiel 
rôle que IKKe aurait dans le développement du cancer de la prostate. 
La famille des récepteurs de facteur de croissance épidermique (ERBB) regroupe les protéines 
EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 et semble impliquée dans l’initiation et la progression du cancer de la 
prostate (Yao Huang, 2011). Ses membres sont donc de possibles biomarqueurs et cibles thérapeutiques 
pour le traitement de ce cancer. Les membres de la famille ERBB font l’objet d’une étude plus approfondie 
dans le cadre de ce projet de recherche de doctorat (voir partie 1.4.2.2). 
La famille des protéines BCL-2 est divisée en deux sous classes : les anti-apoptotiques et les pro-
apoptotiques. Plus précisément, BCL-2 est une protéine anti-apoptotique qui est exprimée dans le 
cytoplasme des cellules basales de l’épithélium dans les tissus prostatiques normaux et à un stade 
hyperplasique (Yoshino et al., 2006). La surexpression de BCL-2 a été liée à la survie des cellules 
cancéreuses de la prostate dans un environnement dépourvu d’androgènes et donc à la résistance à la 
thérapie androgénique (Yoshino et al., 2006). Une autre étude a mis en évidence que l’inhibition de 
l’expression de BCL-2 permet de retarder la progression des cellules cancéreuses (Miayake et al., 2000). 
En revanche, l’expression de cette protéine chez des patients avec un cancer de la prostate résistant à la 
castration corrèle avec un bon pronostic lorsque les patients sont traités par une chimiothérapie à base 
de taxanes (Yoshino et al., 2006) (Fuzio et al., 2011). Le rôle fonctionnel de BAK et BAX, qui sont des 
protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2, est d’inhiber la protection contre l’apoptose. La présence 
de mutations sur les gènes BAK et BAX est corrélée avec le développement et la progression des cellules 
cancéreuses (Yoshino et al., 2006). Deux autres protéines pro-apoptotiques de cette famille ont été 
investiguées pour leurs implications dans le cancer de la prostate : NOXA et PUMA (Diallo et al., 2007). 
Ces deux protéines font l’objet d’une investigation plus approfondie dans le cadre de ce projet de 
recherche de doctorat (voir partie 1.4.2.1.1). 
Les recherches liées aux biomarqueurs, seuls ou en combinaison, sont de plus en plus nombreuses 
et semblent pour la plupart très prometteuses. Néanmoins, plusieurs biais sont connus et limitent leur 
validation pour une utilisation en clinique. Ces biais découlent des différences dans la constitution des 
cohortes de patients, notamment en ce qui concerne leurs caractéristiques clinico-pathologiques, dans 
les méthodologies de prélèvements utilisées, dans les méthodologies de conservation des échantillons, 
et dans les traitements déjà subis par les patients. De plus, le cancer de la prostate étant très souvent 
asymptomatique et très hétérogène, la découverte de biomarqueurs génériques est un défi avec des 




technologies à haut débit, l’analyse protéomique et génomique (Prolaris, OncotypeDx et Decipher) vont 
faciliter la découverte de nouveaux biomarqueurs. Néanmoins, ces tests présentent actuellement un coût 
importants, les rendant restreins ou non utilisable en clinique. Les approches multiplexes visent à 
identifier rapidement des meilleures combinaisons de biomarqueurs et optimiser au mieux la détection 
et la caractérisation du cancer de la prostate. De plus, un grand nombre de nouvelles recherches et 
d’essais cliniques sont mis en place pour améliorer le diagnostic et la prédiction du pronostic des patients 
(développement de tests génomiques) et pour offrir aux patients des nouveaux traitements 
(immunothérapie, combinaison de traitements). 
 
1.4.2 Présentation des biomarqueurs d’intérêt de ce projet de recherche 
En l’état actuel du dépistage du cancer de la prostate et du suivi des patients atteints de cette 
maladie, il est nécessaire de caractériser de nouveaux biomarqueurs qui permettent de déterminer avec 
plus de précision et de fiabilité le diagnostic et la progression du cancer de la prostate. Le choix de l’étude 
de la combinaison de PUMA-NOXA, membres de la famille des protéines BCL-2, et de la combinaison des 
membres de la famille ERBB comme biomarqueurs pour ce projet de recherche a été fait en s’inspirant de 
la littérature et des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire. 
1.4.2.1 Famille des protéines BCL-2 
Les membres de la famille des protéines BCL-2 régulent la mort cellulaire en réponse à des signaux 
de contraintes intracellulaires (comme l’hypoxie, les facteurs de croissance, la privation de cytokines, les 
dommages à l’ADN ou certains médicaments) (Warren et al., 2019). La mort cellulaire peut se traduire par 
deux mécanismes : la nécrose ou l’apoptose (Nikoletopoulou et al., 2013). La nécrose est une mort 
prématurée et non programmée d’une cellule, tandis que l’apoptose est un processus que les cellules 
déclenchent pour leur autodestruction. Elle contribue au développement et à l’homéostasie des tissus 
normaux, et elle est un obstacle majeur pour le développement du cancer (Correia et al., 2015). Plus 
spécifiquement, l’apoptose peut être soit une apoptose intrinsèque (ou voie mitochondriale, donc induite 
par des signaux internes à la cellule) ou une apoptose extrinsèque (déclenchée par un signal extérieur à 
la cellule) (Elmore, 2007). Cette famille de protéines contient trois groupes structurellement et 
fonctionnellement distincts caractérisés par des motifs structurels appelés domaines BH (domaines 





Figure 11: Structure des protéines membres de la famille des BCL-2 (B-cell lymphoma 2). 
BH3 = Domaine d’homologie 3 des BCL-2, TM = Domaine Transmembranaire. Adapté de (L. N. Zhang et 
al., 2013). 
Les membres anti-apoptotiques partagent quatre de ces domaines d’homologie (BH1-4), alors que 
les membres pro-apoptotiques possèdent soit trois domaine BH (BH1-3), soit uniquement le domaine BH3 
(Levine et al., 2008) (Tableau 3) (Shamas-Din et al., 2013). Les protéines qui ont les trois domaines BH1-3 
sont considérées comme pro-apoptotiques effectrices tandis que celles ayant uniquement le domaine 
BH3 sont les protéines BCL-2 pro-apoptotiques initiatrices (Levine et al., 2008) (D. C. Huang et al., 2000). 
Tableau 3: Liste des structures, fonctions et membres de la famille des BCL-2. 
Structure Fonction Membres 
Quatre domaines BH (BH1-4) Anti-apoptotique BCL-2, BCL-XL, BCL-W, A1 et MCL-1 
Trois domaines BH (BH1-3) Pro-apoptotique effectrice BAX, BAK 
Uniquement le domaine BH3 Pro-apoptotique initiatrice BIK, BID, BAD, NOXA, BMF, PUMA, BIM 
et HRK 
 
Lorsque les cellules reçoivent des signaux de mort intrinsèque, il y a activation de la transcription 
des membres pro-apoptotiques ayant uniquement le domaine BH3 (L. N. Zhang et al., 2013). Ces protéines 
se lient aux membres anti-apoptotiques afin d’en inhiber leur activité. Cette inhibition va entrainer 
l’activation des effecteurs BAK et BAX. Une fois activés, ils forment un oligomère afin de créer des pores 
dans la membrane externe mitochondriale conduisant à sa perméabilisation, à la libération dans le cytosol 
du cytochrome c de l’espace intermembranaire et à l’initiation en cascade de l’activation des caspases 
conduisant à l’apoptose (Kuwana et al., 2005) (Certo et al., 2006) (D. H. Lee et al., 2008) (Kang et al., 2009). 









Les protéines pro-apoptotiques ayant uniquement le domaine BH3 sont souvent divisées en deux 
sous-groupes en fonction de leur capacité à interagir avec les protéines anti-apoptotiques. Le premier 
sous-groupe correspond aux initiateurs directs tels que BID et BIM qui vont directement se lier aux 
effecteurs BAK et BAX, et donc les activer (Letai et al., 2002) (Kuwana et al., 2005). À noter que la 
suppression combinée de l’expression de BID et BIM n’entraine qu’une légère apoptose intrinsèque, ce 
qui suggère que l’activation de BAX et BAK nécessite la présence d’initiateurs de l’apoptose 
supplémentaires ou alternatifs (Willis et al., 2007). Le deuxième sous-groupe de protéines pro-
apoptotiques ayant uniquement le domaine BH3 correspond aux sensibilisateurs qui vont inhiber le 
réseau des protéines anti-apoptotiques afin d’agir indirectement sur BAX et BAK (Letai et al., 2002) 
(Shibue et al., 2006). Ce sous-groupe contient BAD, BMF, HRK, NOXA et PUMA. L’interaction entre ces 
protéines sensibilisatrices et les protéines anti-apoptotiques est sélective (Figure 12). Par exemple, PUMA 
est capable de se lier et d’inhiber toutes les protéines anti-apoptotiques (Nakano et al., 2001) (Yu et al., 
2008) tandis que NOXA peut se lier uniquement à certaines d’entre elles telles que MCL1 et A1 (Oda et 
al., 2000) (Ploner et al., 2008). Il est à noter que l’équilibre entre les protéines pro et anti-apoptotiques 
détermine le sort de la cellule. 
 
Figure 12: Voie de signalisation mitochondriale de l’apoptose ciblée sur les protéines PUMA et NOXA. 
Adaptée de (Strasser, 2005) 
 
1.4.2.1.1 Rôle de PUMA et NOXA dans la cellule 




PUMA est une des protéines pro-apoptotiques, ayant uniquement le domaine BH3, impliquée dans 
l’initiation de l’apoptose (L. N. Zhang et al., 2013). Parmi tous les régulateurs transcriptionnels du gène 
PUMA, le plus important est p53. Une fois activé, la transcription de PUMA va permettre la production de 
quatre isoformes différentes (α, β, γ et δ). Ces isoformes sont des formes tronquées de la protéine PUMA. 
Seules les isoformes α et β ont un rôle fonctionnel connu pour avoir des propriétés apoptotiques car ce 
sont les seules à contenir le domaine BH3 qui est l’élément essentiel pour l’interaction avec les protéines 
anti-apoptotiques (Nakano et al., 2001). Cependant une étude montre un équilibre fonctionnel entre ces 
deux isoformes (Tampio et al., 2009). PUMA est un médiateur essentiel de la voie apoptotique 
dépendante de p53. Cependant, il semble que PUMA puisse aussi être activée de façon indépendante de 
p53 par l’intermédiaire de p73, un homologue de p53 (Jeffers et al., 2003). D’un autre côté, PUMA peut 
être régulée négativement au niveau transcriptionnel, par l’activation du répresseur Slug qui va inhiber la 
transcription de PUMA (W. S. Wu et al., 2005). Durant la dernière décennie, la modulation de l’expression 
de PUMA pourrait être une stratégie thérapeutique dans le cas de maladies réfractaires aux hormones 
telles que le cancer du sein (Roberts et al., 2011). Récemment, la littérature rapporte que l’inhibition de 
Slug est efficace pour conduire à l’expression de PUMA et donc augmenter la sensibilité des cellules 
cancéreuses à l’apoptose dans un contexte de maladie du sein métastatique (Q. Sun et al., 2018). 
NOXA est une autre protéine pro-apoptotique, ayant uniquement le domaine BH3, importante 
dans l’initiation de l’apoptose (L. N. Zhang et al., 2013). La transcription du gène NOXA est induite par p53 
suite à des dommages à l’ADN et lors de l’apoptose induite par hypoxie (Oda et al., 2000) (Villunger et al., 
2003). Comme pour PUMA, des travaux ont montré que la transcription de NOXA est indépendante de 
p53 via les protéines p73 ou E2F1 (Hershko et al., 2004) (Flinterman et al., 2005). Il est à noter que NOXA 
est moins efficace que PUMA pour le contrôle de l’apoptose médiée par p53 puisque sa fonction 
d’inhibiteur des protéines anti-apoptotiques se limite à MCL1 et A1 seulement (Ploner et al., 2008). Le 
chevauchement fonctionnel, même partiel, de PUMA et NOXA indique que, dans une certaine mesure, ils 
sont à même de coopérer à la bonne initiation de l’apoptose. Par exemple, lorsque la fonction de PUMA 
va être compromise, le niveau d’expression de NOXA va être augmenté (Michalak et al., 2009). De plus, 
dans le cas d’une leucémie lymphocytaire chronique (L. N. Zhang et al., 2013) et du cancer du sein (S. 
Suzuki et al., 2009), NOXA a été identifiée comme pouvant être une bonne cible thérapeutique potentielle 





1.4.2.1.2 Expression de PUMA et NOXA dans les cancers 
Le lien entre l’expression de PUMA et la progression du cancer semble controversé dans la 
littérature. Un grand nombre d’études ont en effet montré qu’une faible expression de PUMA est associée 
à un mauvais pronostic pour les patients atteints d’un mélanome (Karst et al., 2005), d’un cancer du côlon 
(Sinicrope et al., 2008), d’un carcinome hépatocellulaire lié au virus de l’hépatite B (Peng et al., 2015) ou 
d’un carcinome colorectal (H. Xiong et al., 2017). L’évaluation du niveau d’expression de PUMA présente 
aussi de l’intérêt, en combinaison avec celle de BIM, pour renforcer la stratification des patients avec un 
cancer du côlon (Sinicrope et al., 2008). Cependant, il a été montré que la forte expression de PUMA est 
associée significativement à la progression d’un adénocarcinome de la vésicule biliaire (Cai et al., 2013). 
D’autre part, l’expression de PUMA seule n’est pas associée à la survie des patientes atteintes d’un cancer 
de l’ovaire mais présente un potentiel pronostique lorsqu’elle est combinée avec une forte expression de 
p53 chez ces mêmes patientes (Skirnisdottir et al., 2012). 
Beaucoup moins d’études ont été conduites sur NOXA mais elles sont tout aussi controversées que 
celles sur PUMA. Les variations de niveau d’expression de NOXA semblent en effet présenter un grand 
intérêt pour le suivie de la progression du cancer colorectal (Jansson et al., 2003) (Kosmidou et al., 2020) 
alors que dans une autre étude dans le même cancer, aucune association n’a pu être mise en évidence 
entre l’expression de NOXA et la progression cancéreuse (Sinicrope et al., 2008). 
Une seule publication a décrit l’étude spécifique des protéines PUMA et NOXA, seules et en 
combinaison, dans le cancer de la prostate (Diallo et al., 2007). Cette étude effectuée dans notre 
laboratoire regroupe 64 patients atteints d’un cancer de la prostate qui ont eu une prostatectomie 
radicale. Dans cette étude, l’expression de ces deux protéines est supérieure dans les tissus tumoraux par 
rapport aux tissus normaux. La forte expression de NOXA seule est associée significativement avec une 
augmentation du risque de rechute biochimique alors que les niveaux d’expression de PUMA ne le sont 
pas (Diallo et al., 2007). Cette étude a également montré que la combinaison d’une faible expression de 
PUMA et d’une faible expression de NOXA est associée à un plus important risque de rechute biochimique 
précoce (Diallo et al., 2007). 
 
1.4.2.2 Famille ERBB : EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 
Les membres de la famille ERBB font parties de la super famille des facteurs de croissance 




regroupant quatre récepteurs membranaires ubiquitaires qui présentent un domaine tyrosine kinase 
(Gschwind et al., 2004) : EGFR (récepteur de facteur de croissance épidermique, nommé aussi HER1 ou 
ERBB1) découvert en 1978 (Carpenter et al., 1978) et cloné en 1984 (Ullrich et al., 1984), ERBB2 (nommé 
aussi HER2) caractérisé en 1985 (Coussens et al., 1985), ERBB3 (nommé aussi HER3) cloné en 1989 
(Plowman et al., 1990) et ERBB4 (nommé aussi HER4) cloné en 1992 (Plowman et al., 1993). L’abréviation 
ERBB est dérivée du nom de l’oncogène v-erb-B du virus de l’érythroblastose aviaire, auquel ces 
récepteurs sont homologues, alors que l’abréviation HER signifie « récepteur de facteur de croissance 
épidermique humain ». Les protéines de cette famille exercent un rôle important dans les voies de 
signalisation de divers processus cellulaires tels que la migration, la prolifération, le métabolisme, la 
différenciation et la survie (Gschwind et al., 2004) (Holbro et al., 2003) (Hynes et al., 2009) (Schlessinger, 
2014). En raison de leurs rôles dans ces processus, les récepteurs ERBB peuvent devenir des oncoprotéines 
majeures lorsque leurs gènes sont mutés. 
 
1.4.2.2.1 Rôle de EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 dans la cellule 
Les quatre récepteurs de cette famille ERBB ont de 40 à 50 % d’homologie entre eux et sont 
constitués de trois domaines fonctionnels : un domaine extracellulaire assurant la liaison avec le ligand, 
un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire avec une activité tyrosine kinase (Lièvre et 
al., 2010). Le domaine intracellulaire, qui a le plus haut degré d’homologie, regroupe un site de liaison de 
l’ATP, le site catalytique de l’enzyme et une extrémité riche en tyrosine pouvant être phosphorylée 
(Ruppert et al., 2011). Le domaine transmembranaire va permettre aux récepteurs de s’ancrer dans la 
membrane plasmique. Le domaine extracellulaire, qui présente le moins d’homologie entre les quatre 
protéines, assure la spécificité de chaque récepteur avec ses ligands via le site de liaison (Normanno et 





Figure 13: Structure de l’activation et de la dimérisation des membres de la famille des ERBBs. 
Structure des membres de la famille des ERBBs (A), activation (B) et dimérisation par la liaison du ligand 
(C). Provenant de (Mitsudomi et al., 2010). 
Chaque récepteur est inactif quand il est sous forme de monomère. Lorsqu’un ligand vient se fixer 
au domaine extracellulaire, un changement de conformation de la protéine ERBB permet le 
rapprochement de deux monomères (Figure 13) (Ruppert et al., 2011) qui constituent alors un complexe 
d’homo ou d’hétéro-dimères, la forme activée du récepteur ERBB (Holbro et al., 2003). Le rapprochement 
des deux domaines intracellulaires induit la phosphorylation des résidus tyrosine kinase et la transduction 
du signal de la surface cellulaire vers le noyau via différentes protéines adaptatrices intracellulaires telles 
que les protéines à domaines SH2/SH3, les protéines G monomériques et les protéines kinases (Ruppert 
et al., 2011). 
Il est à noter que chaque récepteur ERBB présente des affinités spécifiques avec ses différents 
ligands (Figure 14) sauf pour ERBB2 qui n’a pas de ligands connus. Par ailleurs, ERBB3 ne présente pas 
d’activité tyrosine kinase (Holbro et al., 2003) (Ruppert et al., 2011). Malgré leur particularité, ces deux 
récepteurs sont en mesure de former des hétéro-dimères de deux façons (Roskoski, 2014). La première 
implique un seul ligand qui va interagir avec le récepteur afin de former efficacement le complexe 
dimérique fonctionnel entre les deux récepteurs (Lemmon et al., 2010). La seconde implique deux ligands 
qui vont chacun contribuer à la formation du complexe dimérique entre les deux récepteurs (Roskoski, 
2014). De ce fait, ces récepteurs ERBB vont pouvoir suivre un processus d’activation comme les autres 
membres de cette famille. Il existe un certain nombre de ligands plus ou moins spécifiques avec les 
récepteurs, chacun contient un domaine de type EGF (Epidermal Growth Factor) qui confère une 
spécificité de liaison. Ces ligands peuvent être divisés en trois groupes. Le premier inclue EGF, le TNF-α 
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(transforming growth factor- α) et le AR (amphiregulin) qui se lient spécifiquement à EGFR. Le second 
groupe est constitué de BTC (betacellulin), HB-EGF (heparin-binding EGF) et EPR (epiregulin) qui 
présentent une double spécificité en se liant à EGFR et ERBB4. Le troisième et dernier groupe est composé 
des NRG (neuregulins) qui forme deux sous-groupes en fonction de leur capacité à se lier à ERBB3 et ERBB4 
(NRG-1 et NRG-2) ou uniquement à ERBB4 (NRG-3 et NRG-4) (Figure 14) (Holbro et al., 2003). 
 
Figure 14: Schéma des affinités spécifiques entre les membres ERBBs et les ligands. 
Adaptée de (Holbro et al., 2003) 
En fonction du ligand fixé et des récepteurs formant les homo ou hétéro-dimères, différentes voies 
de signalisation sont activées telles que la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt, les voies 
RAS/RAF/MEK/MAPK et phospholipase C (PLCg) ou encore les voies STAT (Fang et al., 2014). Toutes ces 
voies de signalisation sont connues pour intervenir dans la prolifération cellulaire, l’inhibition de 
l’apoptose, l’angiogenèse, le potentiel invasif des cellules cancéreuses et le développement des 
























Figure 15: Schéma des potentiels homo et hétéro dimères et des voies de signalisation activées par les membres 
de la famille ERBBs. 
Adaptée de (Holbro et al., 2003) et (Fang et al., 2014). 
 
1.4.2.2.2 Expression des membres de la famille ERBB dans les cancers 
Plusieurs recherches ont mis en évidence l’implication des membres de la famille ERBB dans le 
développement et la progression de nombreux cancers chez l’humain (Gschwind et al., 2004) (Holbro et 
al., 2003). Ces récepteurs ont largement été étudiés aussi bien pour leur potentiel de biomarqueurs 
oncogéniques que pour leur exploitation comme cibles thérapeutiques (Gschwind et al., 2004) (Appert-
Collin et al., 2015). 
Un grand nombre d’article montre le potentiel d’EGFR comme biomarqueur prédictif. Ainsi, la forte 
expression de EGFR dans les cellules cancéreuses est significativement associée à un mauvais pronostic 
pour les patients atteints de carcinome épidermoïde de la tête et du cou (Beck et al., 2016) (Vigneswara 
et al., 2018), de cancer ovarien (Puvanenthiran et al., 2018), de cancer colorectal (Yiu et al., 2016), de 
glioblastome (Shinojima et al., 2003), de cancer de l’oropharynx (Taberna et al., 2018), de cancer du 





































































du sein, qu’il soit triple négatif (L. Zhang et al., 2015) ou un des divers sous-types de ce cancer (Abd El-
Rehim et al., 2004) (van Reesema et al., 2016). 
La surexpression de ERBB2 a été identifiée comme un marqueur de diagnostic et un indicateur de 
mauvais pronostic pour les patientes atteintes d’un cancer du sein (Slamon et al., 1987) (Menard et al., 
2001) (Abd El-Rehim et al., 2004) (Barnes et al., 2005) (Anderson et al., 2014). Cette capacité de 
biomarqueur est aussi observée pour le cancer gastrique (Gu et al., 2015) (Maeda et al., 2019), le cancer 
de l’ovaire (Berchuck et al., 1990), le cancer endométrial (Morrison et al., 2006) et le cancer du poumon 
(L. Liu et al., 2010). Cependant, d’autres travaux ont montré qu’une faible expression de ERBB2 est 
associée au développement de gliomes (Mineo et al., 2007) ou d’adénocarcinomes pulmonaires 
métastatiques (Reis et al., 2015). Alors que d’autres travaux n’ont pas montré la moindre association avec 
le mauvais pronostic et le développement du cancer gastrique (Tateishi et al., 1992) ou alors seulement 
une tendance non significative avec un mauvais pronostic des patients atteints par un carcinome 
épidermoïde de la tête et du cou (Beck et al., 2016). Bien que la littérature présente une majorité d’étude 
favorable au fait qu’une forte expression de ERBB2 soit associée au mauvais pronostic des patients, il reste 
que ce rôle de ERBB2 dans la progression du cancer semble dépendant du type de cancer considéré et du 
stade de la maladie. 
La faible expression de ERBB3 est associée à un mauvais pronostic dans le cancer colorectal 
(Baiocchi et al., 2009). À l’opposé, la forte expression de ERBB3 est significativement associée à un 
mauvais pronostic pour les patients atteints du cancer épidermoïde de la tête et du cou (Kim et al., 2020), 
ou du cancer du sein (Witton et al., 2003) (Sassen et al., 2008). Les résultats sont assez controversés pour 
l’utilisation de ERBB3 seule alors que l’utilisation de ERBB3 en combinaison avec celle d’autres membres 
de la famille ERBB montrent des résultats qui vont dans la même direction. Ainsi, la combinaison d’une 
haute expression de ERBB3 combinée à une haute expression de ERBB2 est associée significativement 
avec un mauvais pronostic pour les patientes avec un cancer du sein (Abd El-Rehim et al., 2004) (Barnes 
et al., 2005). Dans le cancer de l’ovaire, la combinaison de la haute expression de EGFR et de ERBB3 est 
associée à un mauvais pronostic (Puvanenthiran et al., 2018). Deux autres travaux mettent en évidence 
que la combinaison de la haute expression de EGFR, de ERBB2 et de ERBB3 est associée à un mauvais 
pronostic dans le cancer du sein (Witton et al., 2003) et de l’ovaire (Puvanenthiran et al., 2018). 
La forte expression de ERBB4 est associée significativement avec un mauvais pronostic pour les 
patients ayant un cancer colorectal (Baiocchi et al., 2009) (Jia et al., 2020) ou un cancer gastrique (Xu et 




(Puvanenthiran et al., 2018), de la vessie (Kassouf et al., 2008) et du pancréas (Thybusch-Bernhardt et al., 
2001), c’est la faible expression de ERBB4 qui semble associée de façon significative avec la survie des 
patients. Mais d’autres travaux ne montrent aucun lien significatif entre l’expression de ERBB4 et la survie 
des patients dans le cancer du sein (Kew et al., 2000) (Abd El-Rehim et al., 2004) ou du pancréas (Graber 
et al., 1999). Malgré ces résultats controversés, plusieurs articles donnent de l’importance au niveau 
d’expression de ERBB4 en tant que biomarqueur lorsqu’il est combiné avec celui des autres membres de 
la famille ERBB. En effet, la combinaison d’une haute expression de ERBB3 et de ERBB4 est associée à un 
mauvais pronostic pour les patientes atteintes d’un cancer du sein (Abd El-Rehim et al., 2004). De plus, 
une faible expression de ERBB4 couplée à une forte expression de ERBB2 est associée à un mauvais 
pronostic pour les patientes atteintes d’un cancer du sein (Barnes et al., 2005). Dans le cas du cancer de 
la vessie, c’est la combinaison de la haute expression de EGFR et la faible expression de ERBB4 qui est 
associée à un mauvais pronostic pour les patients (Kassouf et al., 2008). Une étude montre même que la 
combinaison de la haute expression de EGFR, de ERBB2 et de ERBB4 permet une meilleure stratification 
des patientes atteintes d’un cancer du sein (Abd El-Rehim et al., 2004). 
 
1.4.2.2.3 Approches thérapeutiques ciblant les membres de la famille ERBB 
Les domaines internes et externes des récepteurs tyrosines kinases de la famille ERBB sont des 
cibles prometteuses pour des thérapies (Rowinsky, 2004) telles que des anticorps monoclonaux ou des 
inhibiteurs de tyrosine kinase à petites molécules (Mendelsohn et al., 2000) (de Bono et al., 2002) 
(Shawver et al., 2002) (Wood, 2002). Les anticorps agissent à l’extérieur de la cellule en rentrant en 
compétition avec le ligand du récepteur (Hubert, 2006). Les inhibiteurs vont pénétrer dans la cellule afin 
d’inhiber directement l’activité tyrosine kinase par compétition avec l’ATP. Ce second type de traitement 
présente des limites en terme de toxicité car la majorité de ces inhibiteurs sont multi-cibles (Hubert, 
2006). Ces thérapies peuvent donc cibler soit spécifiquement un seul membre soit plusieurs membres de 
cette famille (Figure 16). 
Le Cétuximab (Erbitux) est un anticorps monoclonal chimérique qui inhibe de manière compétitive 
la liaison du ligand EGF avec le récepteur EGFR (Arteaga et al., 2014). Cette thérapie est approuvée pour 
une utilisation en monothérapie (Lo Nigro et al., 2016) ou associée avec une chimiothérapie dans le cadre 
du cancer colorectal métastatique (Snyder et al., 2005). Le Cétuximab est aussi approuvé pour une 
utilisation en combinaison avec la radiothérapie pour les patients atteints d’un carcinome épidermoïde 




(ABX-EGF), qui se lient à EGFR avec une affinité élevée, bloquent de manière compétitive la liaison du 
ligand. Ils ont montré un grand intérêt dans le contexte du traitement du cancer du poumon (Socinski, 
2007). L’essai de phase II de l’étude de Matuzumab en combinaison avec la chimiothérapie couramment 
utilisée pour un traitement de deuxième intention dans ce cancer n’a pas montré d’amélioration 
significative par rapport à l’utilisation de la chimiothérapie seule (Schiller et al., 2010). En ce qui concerne 
l’utilisation du Panitumumab, celui-ci n’a pas été concluant lors d’utilisation en combinaison avec les 
traitements standards (Schuette et al., 2015; Spigel et al., 2017). De plus, il est non recommandé pour une 
utilisation clinique chez les patients atteints d’un adénocarcinome de type KRAS non muté (Schuette et 
al., 2015). Le Gefitinib (Iressa) et l’Erlotinib (Tarceva) sont des inhibiteurs de première génération de la 
tyrosine kinase de EGFR (Ruiz-Camps et al., 2020). Le Gefitinib va se lier au site de liaison de l’ATP de EGFR 
tandis que l’Erlotinib va inhiber la phosphorylation intracellulaire de la tyrosine kinase associée à EGFR 
(Carey et al., 2006) (Yun et al., 2007). Ils sont tous les deux approuvés pour le traitement du cancer du 
poumon (C. Zhou et al., 2011) (Duffy et al., 2018).  
Le Trastuzumab (Herceptin) est un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui se lie 
spécifiquement à l’épitope du domaine extracellulaire de ERBB2 (Clynes et al., 2000). C’est un traitement 
approuvé dans le cas du cancer du sein en monothérapie ou en association avec une chimiothérapie pour 
des formes plus avancées (Jaques et al., 2020). Il a aussi montré son efficacité pour le traitement du cancer 
gastrique (Maeda et al., 2019) et du cancer endométrial (Santin et al., 2008). Du fait de l’absence de ligand 
connu pour ERBB2, cette protéine semble être le partenaire de dimérisation préféré des autres membres 
de la famille ERBB (Tzahar et al., 1996) (Graus-Porta et al., 1997). Par conséquence, des thérapies multi-
cibles ont été développées telles que le Pertuzumab (Omnitarg), un anticorps qui reconnait le domaine 
extracellulaire d’hétérodimérisation entre ERBB2 et ERBB3 (Agus et al., 2002) ou le Lapatinib (Tyverb), un 
inhibiteur qui va se lier au domaine de phosphorylation intracellulaire de EGFR et ERBB2 pour empêcher 
l’autophosphorylation du récepteur lors de la liaison du ligand (Konecny et al., 2006). Ces traitements 
peuvent être respectivement utilisés en combinaison avec le Trastuzumab pour un cancer du sein 
métastatique (Tevaarwerk et al., 2009) (M. B. Smith et al., 2012) ou en combinaison avec une 
chimiothérapie pour un cancer du sein avancé (Johnston et al., 2006) (Tevaarwerk et al., 2009) (X. Zhou 
et al., 2009). L’Afatinib (Gilotrif) et le Dacomitinib (Vizimpro) sont des inhibiteurs de la tyrosine kinase de 
seconde génération (Ruiz-Camps et al., 2020). Il s’agit de bloqueurs irréversibles qui se lient de manière 
covalente aux résidus de la cystéine du domaine catalytique des membres de la famille ERBB (Solca et al., 
2012) (Brzezniak et al., 2013) (Arteaga et al., 2014). Ils ont été approuvés pour une utilisation dans le cadre 




2017). Le Nératinib (Nerlynx) se lie et inhibe EGFR, ERBB2 et ERBB4 en empêchant l’autophosphorylation 
des résidus tyrosine des récepteurs (Deeks, 2017). Il est approuvé pour le traitement du cancer du sein à 
la suite d’une thérapie adjuvante à base de Trastuzumab (Chan et al., 2016). 
Le potentiel de ERBB3 comme cible thérapeutique unique pour le traitement du cancer semble 
moins étudié que celui des autres membres de cette famille, en raison de l’absence d’activité kinase 
(Mishra et al., 2018). Néanmoins comme vu précédemment, il peut être un partenaire d’hétéro-
dimérisation crucial pour les autres membres de cette famille. Il y a, par exemple, le Pertuzumab 
(Omnitarg) pouvant cibler les complexes ERBB3 et ERBB2 (Agus et al., 2002). Il existe également l’anticorps 
monoclonal Seribantumab (MM-121) qui empêche efficacement la liaison entre ERBB3 et son ligand afin 
de bloquer l’hétérodimérisation avec EGFR (Mishra et al., 2018). Son utilisation se fait dans le cadre du 
traitement des cancers du poumon non à petites cellules qui sont positifs à l’Héréguline (Sequist et al., 
2019). 
La littérature ne rapporte pas d’anticorps monoclonaux ou d’inhibiteurs spécifiques à ERBB4. Mais 
comme vu auparavant, ERBB4 est la cible de l’Afatinib, du Dacomitinib et du Nératinib en lien avec leurs 
actions multi-cibles (Segers et al., 2020). 
 
Figure 16: Résumé des approches thérapeutiques existantes pour les membres de la famille ERBBs. 
 
1.4.2.2.4 Expression des membres de la famille ERBB et approches thérapeutiques les ciblant dans le 
cancer de la prostate 
La modulation des expressions des membres de la famille ERBB se confirme majoritairement dans 
le cancer de la prostate, par rapport à ce qui est obtenu pour les autres cancers. En ce qui concerne EGFR, 
l’association d’une haute expression avec le mauvais pronostic des patients atteints d’un cancer de la 
prostate a été observée par plusieurs équipes de recherche (Di Lorenzo et al., 2002) (Peraldo-Neia et al., 
2011), incluant notre laboratoire (Koumakpayi et al., 2010). Cependant pour les trois autres membres de 























association (Tambo et al., 2009) (Koumakpayi et al., 2010) alors qu’une autre étude identifie qu’une faible 
expression de ERBB2 est associée avec la rechute biochimique (Edwards et al., 2006). Plusieurs travaux 
montrent également qu’une forte expression de ERBB2 est associée avec la mort liée spécifiquement à ce 
cancer (Di Lorenzo et al., 2002) (Bartlett et al., 2005) (Edwards et al., 2006). En ce qui concerne ERBB3, 
une investigation identifie qu’une forte expression est associée à un mauvais pronostic pour les patients 
(Koumakpayi et al., 2010) alors qu’une autre observation met en évidence qu’une faible expression 
nucléaire de ERBB3 est prédictive de la rechute biochimique pour les patients atteints d’un cancer de la 
prostate (Koumakpayi et al., 2007). Finalement, ERBB4 a été identifiée comme un marqueur de mauvais 
pronostic, dans plusieurs travaux, lorsqu’elle est faiblement exprimée (Hernes et al., 2004) (Edwards et 
al., 2006). Cependant, plusieurs études rapportent une expression de ERBB4 trop faible pour obtenir des 
résultats probants ou aucun lien avec le pronostic des patients atteints d’un cancer de la prostate 
(Robinson et al., 1996) (Hashemi et al., 2016). 
Les thérapies ciblant ces récepteurs de tyrosines kinases sont particulièrement étudiées et font 
l’objet de plusieurs essais cliniques dans le cadre du cancer de la prostate. Des essais cliniques utilisant 
Erlotinib comme inhibiteur spécifique de EGFR n’ont montré aucun bénéfice clinique en monothérapie ou 
en association avec des traitements conventionnels (tels que la chimiothérapie ou la radiothérapie) chez 
les patients avec un cancer de la prostate (Festuccia et al., 2009). L’utilisation de Trastuzumab ciblant 
spécifiquement la partie extracellulaire de ERBB2 a été testée pour le traitement des patients ayant 
progressé en cancer de la prostate résistant à la castration. L’essai clinique de phase II correspondant a 
identifié une très faible amélioration de la survie de ces patients (Ziada et al., 2004). Un autre essai clinique 
prospectif de phase II a montré que l’utilisation de Lapatinib (inhibiteur de EGFR et ERBB2) pour des 
patients avec un cancer de la prostate n’avait pas d’effet significatif sur la survie des patients (Whang et 
al., 2013). Un autre essai clinique de Phase II qui porte également sur l’utilisation du Lapatinib pour le 
traitement du cancer de la prostate qui a récidivé (NCT00103194) a montré que les patients qui 
présentent une faible expression de EGFR ont un plus mauvais pronostic puisqu’ils ne répondent pas 
correctement au traitement. Cette étude confirme encore l’importance de faire un criblage initial des 
patients en fonction de l’expression tumorale de EGFR afin de mieux prévoir l’efficacité du traitement à 
Lapitinib (G. Liu et al., 2013). Que ce soit pour ERBB3 et ERBB4, il n’y a aucun essai clinique spécifique 
actuellement, probablement en raison de l’absence de thérapies spécifiques ciblant ces protéines. 
Néanmoins, des expériences in vivo sur des lignées cellulaires prostatiques ont démontré que l’utilisation 
d’inhibiteur pour ERBB3 (Jathal et al., 2011) ou ERBB4 (Vexler et al., 2008) n’a pas d’effet en 




de ERBB2 et ERBB3) chez des patients atteints d’un cancer de la prostate. Malheureusement, cette étude 
a été interrompue au moment de l’analyse intermédiaire car aucun participant n’avait montré de 
diminution de l’APS. Finalement, ces résultats suggèrent que chaque membre de la famille ERBB peut être 
une cible thérapeutique potentielle mais nécessite un bon criblage des patients ainsi qu’une utilisation en 
supplément avec un traitement conventionnel. 
 
1.5 Projet de thèse : Études multiparamétriques de biomarqueurs par 
immunofluorescence pour mieux suivre la progression du cancer de la prostate 
1.5.1 Problématique du projet de recherche 
Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué et la troisième cause de 
mortalité liée au cancer chez les hommes au Canada. Un quart des patients diagnostiqués développeront 
une forme plus agressive de ce cancer. Bien que nous possédions plusieurs indices cliniques (Score de 
Gleason, taux d’APS, stade), ceux-ci sont insuffisants pour distinguer les cas à faibles risques de 
progression et les cas de cancers meurtriers. De ce fait, les cliniciens ont besoins de nouveaux outils plus 
efficaces pour assurer des traitements adaptés aux patients. À ce jour, très peu de biomarqueur de 
prédiction n’est encore utilisé en clinique. 
L’utilisation de biomarqueurs de prédiction a l’avantage d’évaluer avec plus de précision et de 
fiabilité le diagnostic et la progression du cancer de la prostate. Le choix de l’étude de ces biomarqueurs 
pour ce projet de recherche a été fait en s’inspirant de la littérature et des résultats préliminaires obtenus 
dans notre laboratoire. La décision de faire du multi-marquage par immunofluorescence sur des micro-
étalages tissulaires nécessite une très faible quantité de tissus et permet également d’obtenir une analyse 
d’image standardisée et rapide. De plus, l’utilisation du multi-marquage par immunofluorescence permet 
également d’inclure des mélanges d’anticorps spécifiques discriminant les zones bénignes des zones 
tumorales. 
1.5.2 Hypothèses de travail 
Dans cette optique, il est nécessaire d’identifier de nouveaux biomarqueurs pertinents pour la 
stratification du cancer de la prostate. Les recherches antérieures du laboratoire sur les biomarqueurs, 




1 – La combinaison de PUMA et NOXA est importante pour mieux prédire le pronostic des patients 
atteints d’un cancer de la prostate (Chapitre 1). 
2 – L’analyse multiparamétrique des membres de la famille ERBB est importante pour mieux 
stratifier le cancer de la prostate en fonction du risque de progression (Chapitre 2). 
 
1.5.3 Objectifs de recherche 
De ces deux hypothèses découlent des objectifs comparables qui peuvent être décrits comme 
suit: 
1 – Validation des anticorps et mise au point des marquages par immunofluorescence pour PUMA, 
NOXA, EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4. Cet objectif est essentiel pour assurer l’exactitude de la 
caractérisation et de la spécificité des anticorps utilisés pour la détection de chaque biomarqueur 
d’intérêt. De plus, la mise au point des marquages par immunofluorescence permet de garantir la bonne 
qualité de notre détection et de définir les conditions expérimentales optimales. 
2 – Caractérisation des niveaux d’expression de PUMA, NOXA, EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 sur 
une cohorte de 285 patients atteints d’un cancer de la prostate. Cet objectif est réalisé à partir des images 
d’immunofluorescence obtenues et analysées de façon quantitative et semi-automatique avec le logiciel 
Visiomorph. 
3 – Analyses statistiques des corrélations entre les niveaux d’expression des différents 
biomarqueurs, seul ou en combinaison, et le pronostic des patients. Cet objectif vise dans un premier 
temps à analyser chaque biomarqueur indépendant avec les données cliniques des patients. Ensuite, les 
résultats seront combinés avec les données cliniques des patients, PUMA et NOXA d’un côté et les quatre 
membres de la famille ERBB de l’autre. Cette analyse permettra de confirmer ou non l’utilité en clinique 






2.1 Chapitre 1 : PUMA and NOXA expression in tumor-associated benign prostatic 
epithelial cells are predictive of prostate cancer biochemical recurrence 
2.1.1 Article #1 : Résumé en français 
Titre en français : L’expression de PUMA et NOXA dans les cellules épithéliales prostatiques 
bénignes associées à la tumeur est prédictive de la rechute biochimique du cancer de la prostate. 
Contexte : Étant donné que la gestion du traitement dans le cancer de la prostate est souvent en 
fonction du risque, il est nécessaire de trouver des biomarqueurs pronostiques cliniquement stratifiant 
pour les patients atteints du cancer de la prostate. Nous avons évalué l’expression de PUMA et NOXA dans 
les tumeurs bénignes et tumorales de la prostate en utilisant la technique d’immunofluorescence et 
déterminer leur signification pronostic avec le cancer de la prostate. Méthodes : Les niveaux 
d’expressions de PUMA et NOXA ont été quantifiés sur six micro-étalages tissulaires (TMA) générés à 
partir d’échantillons de prostatectomie radicale (285 patients). Les TMA ont été construits en utilisant 
deux carottes de tissus bénins et deux carottes de tissus tumoraux pour chaque patient. L’association 
entre l’expression des biomarqueurs et la rechute biochimique à 3 ans a été établie en utilisant le log-rank 
et les analyses de régression COX multivariées. Résultats : L’analyse de Kaplan-Meier a montré une 
association significative entre la rechute biochimique et le niveaux extrêmes (faible ou fort) d’expression 
de PUMA dans les cellules épithéliales bénignes (Log-rank = 8,831, p = 0,003). De plus, l’analyse a révélé 
une association significative entre l’expression élevée de NOXA chez les cellules épithéliales bénignes et 
la rechute biochimique (Log-rank = 14,854, p < 0,001). La combinaison de l’extrême expression de PUMA 
et la forte expression de NOXA dans les tissus bénins a identifié les patients présentant le plus haut risque 
de rechute biochimique (Log rank = 16,778, p < 0,001) et dans l’analyse de régression Cox multivariée 
(HR : 2,935 CI (1,645 – 5,236), p < 0,001). Conclusions : La combinaison de l’expression des protéines de 
PUMA et NOXA dans les cellules épithéliales bénignes chez les patients était prédictive de la rechute 
biochimique après prostatectomie radicale et cela de façon indépendante de l’APS au moment du 
diagnostic, du score de Gleason et du stade pathologique. 
2.1.2 Article #1 : Version finale soumise à Cancers 
Cancers. 2020;12(11), 3187; https://doi.org/10.3390/cancers12113187 (Clairefond et al., 2020). 
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2.1.2.1 Simple Summary 
After receiving a diagnosis of prostate cancer, patients follow a routine treatment plan based on 
tumor grade, stage and prostate-specific antigen (PSA) level. However, studies in other cancers have 
shown the importance of using biomarkers to personalize treatments. With no approved biomarkers 
presently in use in prostate cancer, there is a clinical need to develop such stratification tools. Here our 
study shows that PUMA and NOXA are markers that have a high prognostic value when looking at their 
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presence in both benign and tumor glands within the prostate. Hence, the presence of these markers may 
help to better predict outcomes at diagnosis. Incorporating these markers into clinical practice may 
eventually lead to selective treatment options in newly diagnosed patients. This in turn should lead to 
better cancer control, potentially lowering the morbidity and mortality due to prostate cancer. 
 




Background: Given that treatment decisions in prostate cancer (PC) are often based on risk, there 
remains a need to find clinically relevant prognostic biomarkers to stratify PC patients. We evaluated 
PUMA and NOXA expression in benign and tumor regions of the prostate using immunofluorescence 
techniques and determined their prognostic significance in PC. Methods: PUMA and NOXA expression 
levels were quantified on six tissue microarrays (TMAs) generated from radical prostatectomy samples (n 
= 285). TMAs were constructed using two cores of benign tissue and two cores of tumor tissue from each 
patient. Association between biomarker expression and biochemical recurrence (BCR) at 3 years was 
established using log-rank (LR) and multivariate Cox regression analyses. Results: Kaplan–Meier analysis 
showed a significant association between BCR and extreme levels (low or high) of PUMA expression in 
benign epithelial cells (LR = 8.831, p = 0.003). Further analysis revealed a significant association between 
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high NOXA expression in benign epithelial cells and BCR (LR = 14.854, p < 0.001). The combination of 
extreme PUMA and high NOXA expression identified patients with the highest risk of BCR (LR = 16.778, p 
< 0.001) in Kaplan–Meier and in a multivariate Cox regression analyses (HR: 2.935 (1.645–5.236), p < 
0.001). Conclusions: The combination of PUMA and NOXA protein expression in benign epithelial cells 
was predictive of recurrence following radical prostatectomy and was independent of PSA at diagnosis, 
Gleason score and pathologic stage. 
Keywords: prostate cancer, predictive biomarkers, biochemical recurrence, 
immunofluorescence, benign glands. 
 
2.1.2.4 Introduction 
Prostate cancer (PC) remains one of the most common and lethal cancers in men worldwide. PC 
encompasses both low-risk disease that is slow growing and non-aggressive, and high-risk disease 
characterized by rapid progression and development of distant metastases [1]. Approximately a quarter 
of patients diagnosed with early-stage PC will harbor high-risk disease. Although prostate-specific antigen 
(PSA) is used as a tumor marker to screen for PC [2], this has led to an increased incidence rate of PC and 
possible overtreatment of low-risk disease [2]. Currently, clinicians use tumor grade, tumor volume and 
clinical stage to determine prognosis and guide treatment decisions [3–5]. However, these clinical 
parameters are still imperfect in distinguishing between low and high-risk diseases. New predictive 
biomarkers are needed to complement available clinical parameters to improve patient management and 
outcome. 
PUMA and NOXA are pro-apoptotic proteins in the BH3-only subgroup of the BCL2 family and are 
involved in the activation of the p53-dependent apoptosis pathway [6–8]. These proteins play a key role 
in the inhibition of pro-survival proteins of the BCL2 family (i.e., BCL2, BCL-XL or MCL1) [9,10] that drive 
the activation of pro-apoptotic activators such as BAX and BAK [11] that initiate the caspase cascade 
[11,12]. 
PUMA and NOXA have demonstrated a predictive potential in several cancers such as in 
hepatocellular carcinoma [13,14] and gallbladder adenocarcinoma [15,16], although their value in PC has 
not been fully elucidated. We previously reported on a small cohort of patients that expression of PUMA 
and NOXA is associated with PC progression [17]. In this study, we focused on the evaluation of PUMA 
and NOXA protein expression in a larger cohort of RP specimens. We optimized an immunofluorescence 
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(IF) approach to allow proper digital quantification of protein levels to determine if PUMA and NOXA could 
be useful as PC biomarkers. 
 
2.1.2.5 Results 
2.1. Patient Characteristics and Clinical Parameters 
The TF123 TMA series contains a non-selected retrospective cohort of patients (n = 300). 
Following extensive clinical data review, 15 were excluded from the analysis. Among the 285 eligible 
patients, PUMA and NOXA staining could be evaluated on benign tissues from 277 patients. None of the 
patients received neo-adjuvant androgen deprivation therapy prior to RP and median follow-up was 129 
months. The incidence of BCR at 3 years was 27.3% (78 patients). Patient characteristics and clinical 
parameters are detailed in Table 1. 
Table 1. Clinical and pathological characteristics of the 285 patients who underwent radical 
prostatectomy. 
Clinical parameters TF123 TMA series 
Median age at RP, years (IQR) 63 (59-67) 
Median PSA at diagnosis, ng/mL (IQR) 7.0 (5.0-10.8) 




Gleason score at RP  
≤ 3+3 140 
3+4 93 
4+3 19 
≥ 4+4 29 
Unknown 4 
Positive margin 95 
Median follow-up, months (IQR) 129 (76-174) 
Biochemical recurrence at 10 years  





Median time to BCR, months (IQR) 16 (4-41) 
Biochemical recurrence at 3 years  
No 207 
Yes 78 
Median time to BCR, months (IQR) 8 (2-19) 
Median time to BCR, months (IQR) 8 (2-19) 
Abbreviations: RP=radical prostatectomy; PSA=prostate-specific antigen; IQR=interquartile range; 
TNM=tumor, lymph nodes, metastasis; BCR=biochemical recurrence. 
 
2.2. Multiplex staining of TMA cores 
The basal expression of PUMA and NOXA proteins in PC cells was determined by western blots on 
whole cell extracts and by IF on a TMA containing formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) cell pellets of 
these PC cell lines (Figure S1 and Figure S5). 
To characterize the localization of PUMA and NOXA expression in various tissue and cellular 
compartments, a multi-staining IF approach was performed on TMAs using a cocktail-based strategy 
incorporating antibodies used to define specific regions for analysis (CK8/18, p63 and high molecular 
weight cytokeratin; CK HMW) as well as antibodies against NOXA or PUMA in conjunction with a nuclear 
mask (DAPI) (Figure 1A). The use of a digital image protocol allowed for the selection of different regions 
of interest using mask algorithms [18]. Basal cell markers (p63 and CK HMW) helped to differentiate 
between benign and tumor tissues which facilitates the analysis of regions of interest within each core 
(benign or tumor). After a manual exclusion of non-appropriate regions, a second algorithm based on the 
epithelial mask (cytokeratin 8 and 18, CK8/18) allowed the separate analysis of stromal and epithelial 
compartments (luminal and basal cells, Figure 1B). 




Figure 1. Digital imaging protocol for biomarker analyses. (A) Multiplex staining of TMA cores 
(benign and tumor) to discriminate biomarker expression (NOXA, red), epithelial luminal cells 
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superimposed images. (B) Representative analyses of biomarker detection in different cellular 
compartments using VisiomorphDP software. Images in the first column represent cores after 
IF staining. The second and third columns illustrate the use of specific compartmental 
algorithms within VisiomorphDP software: region of interest (green), epithelium (blue) and 
stroma (yellow). For each sub-compartment, the MFI for each specific biomarker was calculate 
 
PUMA expression was only observed in the cytoplasm of epithelial cells (Figure 2A and Figure S2A), 
whereas NOXA was found in both cytoplasmic and nucleic regions within epithelial cells (Figure 2B and 
Figure S2B). Both biomarkers were also detected in the stromal compartment. In the absence of specific 
markers for the stromal compartment and due to heterogeneity of the samples, data from tumor and 
benign cores from the same patient were pooled before analyses. Using specific settings for each 
biomarker, a VisiomorphDP algorithm calculated the individual MFI for PUMA and NOXA staining. For 
Gaussian distribution, the MFI of the protein of interest within the epithelial compartment (including 
benign and tumor values) was increased by 2.5-fold for PUMA (from MFI=848 to MFI=2078) and 3.5-fold 
for NOXA (from MFI=141 to MFI=492) (Figure 2A,B, respectively). PUMA (average MFI=1154 for epithelial 
cells and 958 for stromal) and NOXA (average MFI=259 for epithelial cells and 144 for stromal) staining 
intensity was significantly stronger in epithelial cells compared to the stromal compartment (p<0.0001). 
Even if the tumor seemed significantly increased compared to benign glands for PUMA (p=0.0043, average 
MFI=1129 for benign and 1180 for tumor) and NOXA (p<0.0001, average MFI=247 for benign and 272 for 
tumor), the differences between each average expression were very similar (Figure 2A,B, respectively). 




Figure 2. Compartment distribution of PUMA and NOXA expression in the prostate cancer (PC) 
patient cores. (A) Illustration of staining intensities (MFI) quantified by VisiomorphDP software 
was shown for moderate PUMA expression in one representative core of benign or tumor 
tissue. (B) Illustration of staining intensities (MFI) quantified by VisiomorphDP software is 
shown for moderate NOXA expression in one representative core of benign or tumor tissue. 
For each patient, expression levels were calculated using the average mean of two cores. 
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quantification of MFI in cores when IF was performed with only secondary antibodies. 




2.3. Expression of PUMA and NOXA can independently predict BCR 
Based on our previous work on a small cohort of patients, expression of PUMA and NOXA was 
associated with increased risk of BCR (Diallo et al., 2007). The median was used to dichotomize PUMA and 
NOXA expression data for all tissue compartments (Figure S3A,B, respectively). Using the median, only 
NOXA expression in benign epithelial cells was significantly associated with BCR (log rank = 5.854, p = 
0.016). Based on Heagerty’s variant to ROC-curve to produce the AUC of both PUMA and NOXA for BCR 
at 3 years. PUMA had an AUC of 0.53161, and NOXA had an AUC of 0.62 (data not shown). To refine our 
analysis, data were organized as quintiles to identify groupings most susceptible to predict BCR for each 
biomarker (Figure S4A,B). In benign epithelial cells, quintile analysis of PUMA expression revealed two 
groups that were associated with BCR: the upper (≥5th quintile) and lower (<1st quintile) groups defined 
as extreme expression PUMA (log rank = 12.544, p = 0.014). For NOXA expression, quintile analysis 
demonstrated that the two-upper group (≥4th quintiles) seems to be associated with BCR (log rank = 
8.599, p = 0.072). However, no significant results were obtained in tumor cells or in the stroma for PUMA 
and NOXA expression (Figure S4A,B). Using these new cut-offs, extreme PUMA and high NOXA expression 
in benign epithelial cells were associated with high risk of BCR at 3 years (log rank = 8.831, p = 0.003 and 
log rank = 14.854, p < 0.001, respectively) (Figure 3A,B). 




Figure 3. PUMA or NOXA expression in benign epithelium, alone or in combination, are 
associated with increased BCR risk at 3 years. Kaplan–Meir plots showing that (A) extreme 
expression of PUMA was associated to an increased risk of BCR at 3 years, (B) high NOXA 
expression was associated to an increased risk of BCR at 3 years, (C) combined expression of 
PUMA and NOXA in four groups was associated with BCR in PC patients at 3 years and (D) 
combined expression of PUMA and NOXA in two groups was associated with BCR in PC patients 
at 3 years. PUMA extreme (Ext) expression was <1st quintile and ≥5th quintile of MFI; PUMA 
intermediate (Int) expression was between ≥1st quintile and <5th quintile of MFI. NOXA high 
expression was ≥4th quintile and low expression was <4th quintile of MFI. A p-value < 0.05 was 








Based on these results, univariate Cox regression analysis was performed for these biomarkers in 
benign epithelial cells only (Table 2). PUMA or NOXA dichotomized by quintile data showed a strong 
association with increased risk of BCR (HR = 1.953, p = 0.004 for PUMA and HR = 2.377, p < 0.001 for 
NOXA) (Table 2). The multivariate Cox regression analysis included following clinical markers: PSA at time 
of diagnosis, Gleason score at RP, margin status and pathologic stage (pTNM). Dichotomized expression 
of PUMA and NOXA by quintile were found to be statistically significant in a multivariable model (HR = 
2.173, p = 0.001 for PUMA and HR = 2.280, p = 0.001 for NOXA) (Table 2) and identified as two independent 
markers with better predictive capabilities than diagnostic PSA, Gleason score and pathologic stage (Table 
2). 
Table 2. Univariate and multivariate Cox regression analyses of clinical parameters and 
PUMA/NOXA biomarker expression in benign epithelial cells to predict biochemical recurrence 
at 3 years. 
Clinical 
parameters 
Univariate Multivariate with PUMA Expression 
Multivariate with 
NOXA Expression 
HR (95% CI) p-Value HR (95% CI) p-Value HR (95% CI) 
p-
Value 
Age at Dx 1.015 
(0.974–
1.057) 
0.482 − − − − − − 


































































Abbreviations: Dx = diagnosis; PSA = prostate-specific antigen; cTNM = clinical tumor, lymph nodes, 
metastasis; pTNM = pathological tumor, lymph nodes, metastasis; HR = hazard ratio; CI = confidence 
interval. Gleason score categorized: ≥ 3 + 3, 3 + 4, 4 + 3 or ≤ 4 + 4. pTNM (category): 2, 3 or 4. PUMA 
(dichotomized): extreme expression was <1st quintile and ≥5th quintile of MFI and intermediate 
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expression was between 1st and 5th quintile of MFI. NOXA (dichotomized): high expression ≥4th quintile 
and low expression <4th quintile of MFI. Significant results (p < 0.05) are indicated by bold numbers and 
results not included are indicated by −. 
 
2.4. Combining expression levels of PUMA and NOXA in benign cells can predict BCR 
Since PUMA and NOXA expression levels were independently predictive, we investigated their 
potential as combined biomarkers. Following dichotomization by quintiles, four groups were created to 
analyze the impact of PUMA and NOXA expression levels on BCR: intermediate PUMA with low NOXA 
(group 1, blue line); extreme PUMA with low NOXA (group 2, green line); intermediate PUMA with high 
NOXA (group 3, grey line); and extreme PUMA with high NOXA (group 4, purple line) (log rank = 20.960, p 
< 0.001, Figure 3C). Kaplan–Meier analyses showed that 3 groups presented a similar BCR risk. Hence, 
these three groups were merged together for subsequent analyses in which the combination of PUMA 
and NOXA expression consolidated their association with BCR at 3 years (log rank = 16.778, p < 0.001) 
(Figure 3D). Based on these results, univariate Cox regression analysis showed an increased BCR risk at 3 
years when expression of PUMA and NOXA were combined (Table 3). This was also observed in 
multivariate Cox regression analysis (Table 3). More specifically, when there is an extreme PUMA or a high 
NOXA (HR = 2.935, p < 0.001), patients are at higher risk of BCR. This combination was a stronger predictor 
of BCR at 3 years than PSA at diagnosis, Gleason score, Margin and pTNM in multivariate analyses (Table 
3). 
Table 3. Univariate and multivariate Cox regression analyses of clinical parameters and 
combination of PUMA and NOXA expression in benign epithelial cells to predict biochemical 
recurrence at 3 years. 
Clinical parameters 
Univariate Multivariate 
HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value 
Age at Dx 1.015 (0.974–1.057) 0.482 − − − 
PSA at Dx 1.048 (1.017–1.081) 0.003 1.022 (0.981–1.065) 0.293 
Gleason score 
(category) 
1.809 (1.473–2.221) 0.000 1.547 (1.240–1.931) 0.000 
Margin 3.890 (2.452–6.170) 0.000 2.481 (1.484–4.148) 0.001 
cTNM (category) 1.031 (0.587–1.810) 0.916 − − − 
pTNM (category) 2.934 (2.122–4.056) 0.000 1.679 (1.109–2.543) 0.014 
Combination of PUMA 
(dichotomized) and 
NOXA (dichotomized) 
3.055 (1.732–5.386) 0.000 2.935 (1.645–5.236) 0.000 
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Abbreviations: Dx = diagnosis; PSA = prostate-specific antigen; cTNM = clinical tumor, lymph nodes, 
metastasis; pTNM = pathological tumor, lymph nodes, metastasis; HR = hazard ratio; CI = confidence 
interval. PUMA (dichotomized): extreme expression was <1st quintile and ≥5th quintile of MFI and 
intermediate expression was between 1st and 5th quintile of MFI. NOXA (dichotomized): high expression 
≥4th quintile and low expression <4th quintile of MFI. Significant results (p < 0.05) are indicated by bold 
numbers and results not included are indicated by −. 
 
Based on our Kaplan–Meier and Cox regression analyses, we propose a combination of PUMA and 
NOXA as biomarkers to discriminate patients at the time of radical prostatectomy. Patients with lower 
BCR risk have an intermediate PUMA expression coupled with low NOXA expression (15 with BCR of 109 
patients, 14%) in the benign tissue. In contrast, patients with extreme PUMA expression and/or high NOXA 
expression (59 with BCR of 167 patients, 35%) are at higher risk of early BCR. 
 
2.1.2.6 Discussion 
Biomarker discovery and validation remains critical for improving personalized care in PC and for 
predicting outcomes in newly diagnosed patients. The necessity to discriminate patients who need 
aggressive therapy from those who can be safely managed by active surveillance continues to be a 
challenge and biomarkers that show utility in the pre-treatment setting would be particularly useful. 
Diallo et al. [17] showed that low expression levels of PUMA and NOXA in tumor cells were associated 
with a rapid progression towards BCR for PC patients; however, this result was reported for a small cohort 
of RP specimens (n=62) of which half had positive surgical margins. Since positive surgical margins are a 
known risk factor for BCR, these particular patients may have enriched the cohort creating a bias that 
influenced the effect of PUMA and NOXA in that analysis. In our study, we used a larger cohort (n=285) 
and improved the quantification of protein expression by IF through an automated calculation of the MFI 
for each biomarker to obtain a continuous value instead of using a scoring scale based on manual scoring 
(usually from 0 to 3) by immunohistochemistry. Our results demonstrate IF as a promising technique for 
biomarker quantification in a clinical setting as it uses small amounts of tissue, and digital scoring that 
ensures standardized, reproducible and rapid results. In addition, IF can include multiple staining for 
quantification of expression in specific compartments (epithelium/stroma/nuclei) and simultaneous 
analysis of different markers on the same tissue core. In contrast to our study, Diallo et al. [17] only 
determined a link between expression of PUMA and NOXA and PC progression in tumor tissue, and did 
not investigate the expression of both biomarkers in benign tissue. 
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We identified the pro-apoptotic proteins PUMA and NOXA as potential biomarkers when expressed 
in benign epithelial cells that discriminate PC patients with an increased risk of BCR. This observation was 
independent of PSA at diagnosis, Gleason score and pathologic stage. In other tumors such as in 
hepatocellular carcinoma [13, 14] and gallbladder adenocarcinoma [15, 16], PUMA or NOXA expression 
was associated significantly with poorer prognosis. However, in several other tumor models the 
prognostic value of PUMA or NOXA was generally inconclusive [19-23]. 
Recently, studies have shown the importance of studying benign tissue adjacent to the tumor. The 
study by Bergstorm et al (Bergstrom et al., 2018) suggest that the strong expression of 
microseminoprotein-beta (MSMB), a PC serum biomarker, in benign tissue was associated with higher 
tumor grade and aggressiveness. In addition, Yang et al (B. Yang et al., 2019) showed that an abnormal 
level of methylation in distant benign tissue from cancerous glands correlated with a more aggressive 
form of PC. Furthermore, Adamo et al (Adamo et al., 2015) showed that tumor instructed normal tissue 
changes the volume and aggressiveness of tumors in prostate cancer. Together, these studies put into 
perspective the relevance of our study where the severity of the disease and patient outcome can 
potentially be determined with a biopsy specimen containing benign tissue. 
 
2.1.2.7 Materials and Methods 
4.1. Antibody Validation 
PC cell lines 22Rv1, LNCaP, DU145 and PC3 were obtained from the American Type Culture Collection 
(ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were maintained in RPMI 1640 medium (Wisent Inc., St-Bruno, QC, 
Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 0.454 μg/mL amphotericin B and 90 μg/mL 
gentamycin (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 
4.2. Paraffin Processing and Embedding of Cell Line Pellets 
PC cell lines were prepared as cell pellets, fixed and embedded in paraffin using HistoGel™ (Thermo 
Fisher Scientific) as previously described (Zietarska et al., 2010) and used for the construction of cell line 
microarrays with a high cell density per core. 
4.3. siRNA Transfection 
siRNAs targeting NOXA and siRNA control (siScramble) were obtained from Dharmacon Inc. 
(Lafayette, CO, USA). Transient transfections were performed on DU145 cells according to manufacturer’s 
instructions (Dharmacon Inc.). Briefly, for each siRNA, 1 × 106 cells were suspended in a solution containing 
   
62 
 
90 μL of Nucleofector Solution V (Lonza, Basel, Switzerland), 6 μL of siRNA and 96 μL of RPMI 1640 
medium. Transfection was performed using the Nucleofector Program X-005 in the Nucleofector Device 
and transfected cells were divided in 6-well plates. Two days after transfection, cells were collected for 
Western blot analysis. The following siRNA sequences were used in this study: siNOXA-1 
AAACUGAACUUCCGGCAGA, siNOXA-2 GAACCUGACUGCAUCAAAA, siNOXA-3 AAUCUGAUAUCCAAACUCU 
and siNOXA-4 GCAAGAACGCUCAACCGAG. 
4.4. Western Blot Analysis 
Confluent cells were harvested and incubated 1 h at room temperature with lysis buffer (1% Triton, 
10% glycerol, 50 mM Tris, 2 mM EDTA and 150 mM NaCl) supplemented with fresh protease inhibitors. 
After centrifugation, protein concentrations of whole cell extracts were determined by Bradford assay 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Proteins (30 μg) were separated on 15% sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, Bio-Rad) gel and transferred onto nitrocellulose 
membrane using the Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). The membrane was immunoblotted 
with either rabbit monoclonal anti-PUMA (1:1000, EP512Y, ab33906, Abcam Inc., Cambridge, UK) or 
mouse monoclonal anti-NOXA (1:250, 114C307.1, MA1-41000, Thermo Fisher Scientific) antibodies. Each 
primary antibody was diluted in Tris-buffered saline tween 20 (TBS-T) supplemented with 5% fat-free milk 
powder. β-actin was used as a loading control (AC-15, ab6276, Abcam Inc.). Immunoreactive bands were 
detected by enhanced chemiluminescence (ECL, GE Healthcare, Little Chalfont, UK). PUMA or NOXA signal 
quantification (relative to β-actin expression) was performed by Image Lab™ Version 6.0.0 (Bio-Rad). 
4.5. Patient Cohort 
Tissue microarray (TMA) TF123 is composed of tissue from 300 primary PC patients who underwent 
radical prostatectomy (RP) at the Centre hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM, Montréal, QC, 
Canada) between 1993 and 2006. All subjects gave their informed consent in the PC biobank of the CHUM, 
affiliated to the Réseau de la recherche sur le cancer (RRCancer), for inclusion before they participated in 
the study. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was 
approved by the Ethics Committee de la recherche du CHUM on 11 October 2012 (#2013-4072, CE 12.216-
BSP). This study only included patients that were treatment naïve with at least 5 years of follow up 
following surgery. The cohort of patients from TMA TF1 contains an equal portion of patients with either 
a rapid (<1 year), intermediate (between 1 and 5 years) or no biochemical recurrence (BCR). The TF123 
TMAs regroups randomly selected biobank participants between (1999–2006). The time to BCR was 
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defined as the time interval between the date of the RP and the date of a PSA level above 0.2 ng/mL and 
rising. Gleason grade was extracted from diagnostic pathology reports according to ISUP 2005. 
4.6. Construction of the Tissue Microarray 
The prostate specimen was processed according to standard CHUM procedures. Based on pathology 
report, 2–3 blocks per patients were retrieved from the institutional archives and a fresh Hematoxylin and 
Eosin stained slide was reviewed by an expert genito-urinary pathologist. Tumor and benign non-
malignant area were indicated on the Hematoxylin and Eosin section and regions containing 
inflammation, PIN and atrophy were excluded. The tumor core selected was based on primary Gleason 
grade. When feasible, the adjacent benign tissue was taken from the same block, however when tissue 
was scarce the benign region was taken from an adjacent paraffin block. Using the TMArray (Pathology 
Devices Inc., Westminster, MD, USA) two cores (0.6 mm) of both selected areas (adjacent benign and 
tumor) were randomly included on two receiver blocks (1 benign and 1 tumor core per block). The 
resulting TMA underwent a second review by a genito-urinary-pathologist. TMA blocks were sectioned at 
4 µm TMA sections were used for subsequent IF assay (Gaudreau et al., 2019). 
4.7. Immunofluorescence 
A semi-automatic IF protocol was used for multiplex staining. Briefly, TMA slides were deparaffinized 
and antigen retrieval using the Benchmark XT autostainer (VMSI). All antibodies and conditions used for 
this assay are summarized in Table S1 for primary antibodies and Table S2 for secondary antibodies. 
Primary antibodies were diluted in phosphate-buffered saline (PBS), added manually to slides and 
incubated at 37 °C for 60 min. The following manual steps were performed away from light. Slides were 
blocked with a protein block serum-free solution (DAKO, Agilent, Santa Clara, CA, USA) for 20 min. 
Secondary fluorescent antibodies were diluted in PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO, USA), added to slides for a 45 min. incubation at room temperature. Slides were 
blocked overnight with 250 μL of PBS containing 50 μL of Mouse-On-Mouse (MOM) blocking reagent 
(MKB-2213, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Antibody cocktails (CK8/18, p63 and high 
molecular weight cytokeratin; CK HMW) were used to detect and distinguish luminal epithelial cells and 
basal cells. All slides were stained with DAPI to identify nuclei. To quench tissue autofluorescence, each 
slide was incubated for 15 min. at room temperature with a 0.1% solution of Sudan Black B (Research 
organics, Cleveland, OH, USA) in 70% ethanol. Between each step, all slides were washed twice with 1X 
PBS. Slides were stored overnight at room temperature and scanned the following day. Negative control 
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slides were performed in parallel (one for PUMA and one for NOXA) and incubated only with the 
corresponding secondary antibodies. 
All slides were scanned with a 20× Olympus Optical microscope BX61VSF (Olympus, Shinjuku, Tokyo, 
Japan) and visualized with OlyVIA software (Olympus). Scanned images were imported to VisiomorphDP 
software (Visiopharm, Hoersholm, Denmark). This software used the multiplex staining for IF to develop 
fully functional and semi-automated Analysis Protocol Packages (APPs) to determine expression levels of 
each biomarker by the mean fluorescence intensity (MFI) in each defined compartment (i.e., stroma, 
epithelium cytoplasm) (Labouba et al., 2015). 
4.8. Statistical Analysis 
Statistical analysis involved date pre-processing. First, cores damaged during the staining process 
were eliminated from analysis. Second, tumor and benign cores that contained less than 5% of epithelial 
cells were eliminated. Third, identification of duplicate cores with a significant standard deviation 
between them were performed by GraphPad Prism software V5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA), and image 
control was done on VisiomorphDP software to evaluate if differences were related to technical issues, in 
which case the core was eliminated from the analysis. To compare biomarker expression between each 
compartment, the Mann-Whitney test was used. A mean fluorescence intensity (MFI) normalization 
compensated for the observed differences related to slide scanning and imaging in the average 
fluorescence intensity between each slide. Normalization to the MFI mean for each biomarker and in each 
compartment was achieved with the following equation example: (Mean of MFI_biomarker in epithelium 
(all slides of the series))/(Mean of MFI_biomarker in epithelium (slide of interest)) = Normalizing ratio. 
This normalizing ratio was applied to each biomarker score in the corresponding compartment: 
MFI_biomarker in epithelium (core of interest) × normalizing ratio = MFI_biomarker normalized in 
epithelium. After normalization and for each patient, the mean of the core MFI values (benign or tumor) 
was calculated prior to subsequent statistical analysis using SPSS Statistics 25.0 software package (SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA). The data were first analysed using the median. Then they were analyzed as quintiles 
to explore data trends and identify the threshold. Survival curves plotted were established using the 
Kaplan-Meier method, and log-rank as well as Cox regression analyses tested for statistical significance in 
observed differences. Univariate and multivariate (Cox regression) analyses were used to estimate the 
hazard ratio (HR) for each biomarker. A two-sided p-value < 0.05 was considered statistically significant. 
 




In this study, we identified two potential biomarkers in tumor-associated benign epithelial cells that 
discriminated high-risk patients with PC, independent of PSA at diagnosis, Gleason score, surgical margin 
status and pathologic stage. The clinical utility of biomarkers in benign tissue has significant potential for 
prognostic assessment of whole RP specimens and biopsies. Given the intrinsic sampling error of prostate 
biopsies, PUMA and NOXA expression levels in benign tissue may eventually serve as biomarkers to 
improve the identification of patients who are less suitable for active surveillance. 
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2.1.2.10 Supplementary materials 
The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/11/3187/s1, Figure S1: 
Validation of PUMA and NOXA antibody specificity in PC cell lines, Figure S2: Intensities of PUMA and 
NOXA staining in benign and tumor epithelial cells, Figure S3: Impact of PUMA or NOXA expression on 
patient risk of BCR evaluated by Kaplan–Meier analyses couples with a log-rank test, Figure S4: Analyses 
of PUMA and NOXA potential to predict BCR using quintile methods, Figure S5: Whole Western blots of 
PUMA and NOXA expression in PC cell lines, Table S1: Description of primary antibodies and conditions 
used for IF, Table S2: Description of secondary antibodies and conditions used for IF. 
  
Figure S1. Validation of PUMA and NOXA antibody specificity in PC cell lines. (A) Expression of 
PUMA quantified in PC cell lines by western blot. The selected antibody detected only PUMA-α 
and PUMA-β (21 kDa and 18 kDa, respectively) [1,2]. All cell lines expressed both isoforms except 
PC3, which only expressed PUMA-β. PUMA (PUMA-α and PUMA-β) expression was higher in 
DU145 and LNCaP cell lines compared to 22Rv1 and PC3 cell lines. (B) Evaluation of PUMA 
expression detected in paraffin-embedded PC cell pellets by IF and quantification of staining 
intensities (MFI). The IF analysis (six pellet cores per cell line) of PUMA-α and PUMA-β showed 
relative expression patterns among cell pellets similar to those shown by western blot. (C) 
Expression of NOXA quantified in PC cell lines by western blot. NOXA expression was highest in 
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DU145, followed by 22Rv1 and PC3 cell lines. LNCaP cell line expressed the lowest level of NOXA. 
(D) Evaluation of NOXA expression in FFPE PC cell pellets by IF. NOXA expression quantified in 
six different cores per cell line showed a relatively similar expression profile among DU145, 
22Rv1 and PC3 cell lines. However, in LNCaP cells, NOXA expression levels were slightly different 
between western blot and IF results, and this difference could potentially be due to antibody 
specificity. To test antibody specificity, we introduced different anti-NOXA siRNAs to silence the 
NOXA protein coding gene in DU145. (E) The effects of four different anti-NOXA siRNAs were 
tested by western blot and their effects on NOXA expression was quantified. (F) siNOXA-4 was 
transfected in DU145 cells and NOXA expression was detected by IF. These results confirmed 
the specifity of NOXA antibody. β-actin served as loading control for quantification of western 
blots. Blue: nuclei, red: PUMA or NOXA. Scale bar: 100 μm. 




Figure S2. Intensities of PUMA and NOXA staining in benign and tumor epithelial cells. Staining 
intensities (low, moderate and high MFI) for (A) PUMA and (B) NOXA quantified by 
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moderate was close to median MFI intensity and high was representative of the 75th percentile 
intensity for PUMA or NOXA expression. PUMA or NOXA (red), nuclei (blue) and merge DAPI + 
marker (PUMA or NOXA) (purple). 
 
  
Figure S3. Impact of PUMA or NOXA expression on patient risk of BCR evaluated by Kaplan-Meier 
analyses coupled with a log-rank test. (A) High (over 50% of the median) and low (under 50% of 
the median) MFIs of PUMA in epithelial cells (benign and tumor) and in stroma. (B) High (over 
50% of the median) and low (under 50% of the median) MFIs of NOXA in epithelial cells (benign 
and tumor) and in stroma. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. NS: not 








Figure S4. Analyses of PUMA and NOXA potential to predict BCR using quintile methods. 
Expression of (A) PUMA and (B) NOXA in benign and tumor epithelial cells, and stroma. A p-value 









 22Rv1 LNCaP DU145 PC3  
PUMA-alpha 0.60 1.10 1.46 0.45  
PUMA-beta 1.65 2.45 3.62 2.28  
PUMA-total 2.25 3.55 5.08 2.73  
 22Rv1 LNCaP DU145 PC3  
NOXA 1.48 0.70 1.82 0.91  
 siScramble siNOXA-01 siNOXA-02 siNOXA-03 siNOXA-04 
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Figure S5. Whole Western blots of PUMA and NOXA expression in PC cell lines. (A) Detection 
of PUMA and NOXA in whole cell lysates in PC cell lines, with β-Actin as a control. (B) Intensity 
ratio of biomarkers for each cell line, normalized with β-Actin. 
 
Table S1. Description of primary antibodies and conditions used for IF. 
     Ventana staining 
































sc-6259 DC-10 NA 1:100 60 
CK8 and 18 DAKO Flex 
clone 
EP17/30 
NA 1:2 60 
Basal mask 
p63 Neomarkers Ab-1 4A4 NA 1:200 60 
CK HMW Cedarlane 
CLSG3668
9-05 
34bE12 NA 1:50 60 
Abbreviations: CC1/CC2=cell conditioning 1/2 solution (supplied by Ventana Medical Systems), 
CK=cytokeratin, HMW=high molecular weight, NA=not applicable. 
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Table S2. Description of secondary antibodies and conditions used for IF. 





























Abbreviations: PBS=phosphate-buffered saline, BSA=bovine serum albumin. All antibodies 
were purchased from Thermo Fisher Scientific. 
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2.2 Chapitre 2 : Expression of ERBB family members as predictive markers of prostate 
cancer progression and mortality 
2.2.1 Article #2 : Résumé en français 
Titre en français : L’expression des membres de la famille ERBB comme biomarqueurs prédictifs de 
la progression et de la mortalité pour le cancer de la prostate. 
Contexte : EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 sont des récepteurs de croissance de la famille ERBB 
impliqués dans le développement des cancers épithéliaux. Certaines études ont révélé un rôle de EGFR et 
ERBB3 dans le développement du cancer de la prostate. Cependant, l’implication de ERBB2 et ERBB4 dans 
ce type de cancer reste incertaine. Dans cette étude, nous visons à évaluer l’expression de chaque 
membre de la famille ERBB dans les tissus prostatiques d’une grande cohorte et à déterminer leur 
contribution, seul ou en combinaison, en tant que biomarqueurs pronostiques. Méthodes et Résultats : 
En utilisant l’immunofluorescence couplée à des analyses d’images numériques, nous avons quantifié 
l’expression de EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4 sur des échantillons de prostatectomie radicale (n=285) 
disposés sur six micro-étalages de tissus (TMA). En combinant l’expression des protéines EGFR, ERBB2 et 
ERBB3 dans un modèle d’arbre décisionnel, nous avons identifié une association avec la rechute 
biochimique (Log rank = 25,295, p < 0,001), le développement de métastases osseuses (Log rank = 23,228, 
p < 0,001) et la mortalité spécifique au cancer de la prostate (Log rank = 24,586, p < 0,001). Conclusions : 
Notre étude a révélé que la combinaison de l’expression des membres de la famille ERBB peut aider à 
distinguer les patients à faible et à haut risque de rechute biochimique, de développer des métastases 
osseuses et de mortalité spécifique au cancer de la prostate. 
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2.2.2.1 Simple Summary 
Patient diagnosed with prostate cancer will usually be offered standard treatment plan based on Gleason 
score, stage and prostate specific antigen (PSA) level. However, studies on other cancers have shown the 
importance of using biomarkers in addition to clinical and pathologic parameters to personalize therapeutic 
decisions. Given the important heterogeneity in the natural history of localized prostate cancer, novel 
prognostic biomarkers would aid in patient stratification and decision making. Here, our study shows that 
members of the ERBB family are markers that have high prognostic value for predicting biochemical 
relapse, metastasis development and even prostate cancer-related mortality. The integration of these 
markers into clinical practice may eventually lead to more appropriate therapeutic decisions in newly 








Background: EGFR, ERBB2, ERBB3, and ERBB4 are growth receptors of the ERBB family implicated in the 
development of epithelial cancers. Studies have suggested a role for EGFR and ERBB3 in the development 
of prostate cancer (PC) while the involvement of ERBB2 and ERBB4 remains unclear. In this study, we 
evaluated the expression of all members of the ERBB family in PC tissue from a large cohort and 
determined their contribution, alone or in combination, as prognostic markers. Methods: Using 
immunofluorescence coupled with digital image analyses, we quantified the expression of EGFR, ERBB2, 
ERBB3, and ERBB4 on radical prostatectomy specimens (n=285) arrayed on six tissue microarrays. By 
combining EGFR, ERBB2 and ERBB3 protein expression in a decision tree model, we identified an 
association with biochemical recurrence (Log rank=25.295, p<0.001), development of bone metastases 
(Log rank=23.228 p<0.001), and cancer-specific mortality (Log rank=24.586, p<0.001). Conclusions: Our 
study revealed that specific protein expression patterns of ERBB family members are associated with an 
increased risk of PC progression and mortality. 
Keywords: prostate cancer; predictive biomarkers; biochemical recurrence; development of bone 
metastases; cancer-specific mortality, immunofluorescence; tumor glands. 
 
2.2.2.3 Introduction 
Prostate cancer (PC) is one of the most commonly diagnosed cancer and lethal cancers in men 
worldwide. PC is a heterogeneous disease encompassing low (slow and non-aggressive progression) and 
high-risk (rapid progression) diseases. Approximatively, a quarter of patients will develop the latter 
characterized by the development of metastasis and subsequent death(Quinlan et al., 1995). Currently, 
clinicians use prostate-specific antigen (PSA) levels, Gleason score, and clinical stage in an attempt to 
predict patient prognosis and guide treatment options(Epstein, 2010; Hoogland et al., 2014). However, 
these clinical parameters are insufficient to reliably distinguish between low and high-risk diseases. In this 
context, the discovery of prognostic biomarkers to implement new indicators, is needed(Oldenhuis et al., 
2008). 
In our laboratory, we identified several biomarkers associated with an increased risk of biochemical 
recurrence (BCR), such as p65 nuclear frequency(Gannon et al., 2013; Labouba et al., 2015), 







Additional biomarkers were also identified with an increased risk of development of bone metastases, as 
an example nuclear p65 expression(Grosset et al., 2019) and CCN3(Dankner et al., 2019) and the ability 
to predict PC specific mortality, such as nuclear p65 expression(Grosset et al., 2019) and neutral 
endopeptidase CD10(Fleischmann et al., 2011). Research related to biomarkers is growing in number and 
several seem very promising, however, to date, no tissue biomarker is routinely used in the clinical setting. 
The epidermal growth factor family of protein include EGFR, ERBB2, ERBB3, and ERBB4. Their 
structure is composed of an extracellular binding domain, a transmembrane domain, and an intracellular 
domain with tyrosine kinase activity(Dunn et al., 2005). The homology of these proteins vary between 40 
to 50 % with the highest homologies located in the intracellular and the lower homologies associated with 
the extracellular domain which provides specificity and affinity to their specific ligands(Normanno et al., 
2003). These transmembrane glycoproteins play an important role in multiple cellular pathways including 
migration, proliferation, metabolism, differentiation, and survival(Gschwind et al., 2004; Holbro et al., 
2003; Hynes et al., 2009). The mechanism of action of these receptors began with the binding of a ligand 
to the extracellular domain leading to a homo- or heterodimerization with another ERBB receptor leading 
to the subsequent auto- or trans-phosphorylation of the intracellular domain. The wide variety of 
downstream cellular responses is mainly due to the multiple dimerization possibilities and 
phosphorylation sites. Although there is no known ligand of ERBB2 and the kinase activity of ERBB3 is 
minimal, signal transduction of the heterodimer ERBB2-ERBB3 does occur(Roskoski, 2014). 
Due to their important cellular functions, mutations, or dysregulation of ERBB expression could have 
dramatic effects. Several studies have highlighted their involvement in the development and progression 
of several human cancers(Gschwind et al., 2004; Ramieri et al., 2010), including PC(Y. C. Huang, 
Yongchang, 2011; Koumakpayi et al., 2010; Lorenzo et al., 2003). Indeed, high expression of EGFR is 
associated with poor PC patient prognosis(Di Lorenzo et al., 2002; Koumakpayi et al., 2010; Peraldo-Neia 
et al., 2011). Controversial results were obtained for other members of the family(Edwards et al., 2006; 
Hashemi et al., 2016; Koumakpayi et al., 2007; Koumakpayi et al., 2010; Robinson et al., 1996; Tambo et 
al., 2009). Moreover, many studies have sought to target individual members of the ERBB family to 
develop anti-cancer therapies(Appert-Collin et al., 2015; Gschwind et al., 2004). 
In this study, we quantified, for the first time, the protein expression of all four members of the ERBB 
family on a single tissue microarray-based cohort of radical prostatectomy specimens to determine their 








2.2.2.4 Materials and Methods 
2.1 Cell lines and tissue culture conditions 
Jurkat T lymphoma cells were kindly provided by Dr. Lapointe Réjean (CRCHUM), MCF-7, SKOV3, and 
all PC cell lines (22Rv1, LNCaP, DU145, and PC3) were obtained from the American Type Culture Collection 
(ATCC, Manassas, VA). Jurkat T lymphoma cell and PC cells were maintained in RPMI 1640 medium (Wisent 
Inc., St-Bruno, QC, CANADA), MCF-7 were grown in DMEM medium (Wisent Inc.), and SKOV3 in OSE 
medium (Wisent Inc.). All culture media were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco®, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 0.454 μg/mL of amphotericin B (Wisent Inc.), and 90 μg/mL 
gentamycin sulfate (Wisent Inc.). 
2.2 Creation of cell line pellets 
Cell line pellets were used as a control on tissue microarray (TMA) and prepared as previously 
described(Zietarska et al., 2010). This method was developed to fix and embed cell suspensions in paraffin 
using HistoGel™ (Thermo Fisher Scientific) to ensure high cell density per core when arrayed on a TMA. 
The embedded cell suspensions in paraffin made it possible to reproduce the same conditions with which 
the patient samples were tested. 
2.3 Western blot analysis 
Whole-cell protein extracts were prepared using lysis buffer [1% Triton, 10% glycerol, 50 mM Tris, 2 
mM EDTA, and 150 mM NaCl] supplemented with fresh protease inhibitors (PIA32961, Thermo Fisher 
Scientific) and incubated 1 hour at room temperature, followed by centrifugation. Proteins were dosed 
using a Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA). A total of 30 μg of whole-cell lysate was loaded on a 6% 
sodium dodecyl-sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, Bio-Rad) and transferred to 
nitrocellulose membrane using the Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). The membrane was 
immunoblotted with either rabbit monoclonal anti-EGFR (1:10 000, EP38Y, ab52894, Abcam Inc. 
Cambridge, UK) or mouse monoclonal anti-ERBB2 (1:750, 3B5, OP15L, Calbiochem, San Diego, CA) or 
rabbit monoclonal anti-ERBB3 (1:200, D22C5, #12708, Cell Signaling Technology, Danvers, MA) or mouse 
monoclonal anti-ERBB4 (1:500, C-7, sc8050, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) antibodies. Each 







α-tubulin was used as a loading control (DM1A, sc-32293, Santa Cruz Biotechnology). Immunoreactive 
bands were detected by enhanced chemiluminescence (ECL, GE Healthcare, Little Chalfont, UK). 
2.4 Patient cohort 
The TF123 cohort included 300 primary PC patients who underwent radical prostatectomy at the 
Centre hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM, Montréal, QC, CANADA) between 1993 and 2006. 
Each patient signed an informed consent for their participation in the Centre de recherche du Centre 
hospitalier de l’Université de Montréal (CRCHUM) PC biobank. The CRCHUM ethics review committee 
approved the study. A total of 15 patients were excluded due to preoperative hormone therapy. The time 
to BCR was defined as the time interval between the date of surgery and an increase in PSA levels above 
0.2 ng/mL and rising, or when a decision to institute additional therapy was made. 
2.5 Construction of TMA 
A specialized genitourinary CHUM pathologist identified and traced out regions of cancer (Tumor: T) 
as well as adjacent non-cancerous areas (adjacent benign: BA) on fresh Hematoxylin and Eosin-stained 
slides obtained from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens. Two or three cores (0.6 mm) of 
BA and T were arrayed on two separate recipient blocks using a TMA array (Pathology Devices, Inc., 
Westminster, MD, USA). This TMA series (TF123) is composed of a total of 6 TMA blocks. 
2.6 Immunofluorescence 
For each biomarker, a TMA section of 4 µm was subjected to semi-automatic immunofluorescence 
(IF) multiplex staining protocol using the Benchmark XT autostainer (Ventana Medical Systems, Tucson, 
AZ). These protocols include standard steps of deparaffinization, hydration/dehydration and washes. The 
antigen retrieval was performed in Cell Conditioning #1 solution (#950-124, Ventana Medical Systems). 
Primary antibodies diluted in phosphate-buffered saline (PBS) (EGFR 1:50 or ERBB2 1:650 or ERBB4 1:50) 
or in signal stain antibody diluent (#8112, Cell Signaling Technology, Danvers, MA) (ERBB3 1:10) and were 
incubated at 37°C for 60 min. Slides were blocked with a protein block serum-free solution (DAKO, Agilent, 
Santa Clara, CA) during 20 min. Following this step, sections were removed from the auto-stainer away 
from light. Secondary fluorescent antibodies (1:250, Cy5™ goat anti-rabbit IgG or Cy5™ goat anti-mouse 
IgG from Thermo Fisher Scientific) diluted in PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma-







were blocked overnight with a Mouse-On-Mouse blocking reagent (MKB-2213, Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA) diluted 1:5 in PBS. 
To detect the epithelium, a cocktail of antibodies against cytokeratins 8 (1:100, TS1, MA5-14428, 
Thermo Fisher Scientific) and 18 (1:100, DC-10, sc-6259, Santa Cruz Biothechnogy, Dallas, TX) (used for 
EGFR and ERBB3) or a ready-to-use mix of cytokeratins 8 and 18 (1:2, Flex, clone EP17/30, DAKO, Agilent) 
(used for ERBB2 and ERBB4) were used. These antibodies were diluted in phosphate-buffered saline (PBS) 
and incubated at room temperature for 60 min. This step was followed by incubation with a secondary 
fluorescent antibody, 1:250, Alexa Fluor® 546 donkey anti-mouse IgG or Alexa Fluor® 546 donkey anti-
rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific). 
To properly identify basal cells, a cocktail containing antibodies against p63 (1:650, 4A4, Ab-1, 
Neomarkers, Fremont, CA) and high molecular weight cytokeratin (1:50, 34bE12, CLSG36689-05, 
Cedarlane, Fremont, CA) was applied for 45 min to the section and this was followed by secondary 
fluorescent antibody Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (1:250, Thermo Fisher Scientific). Following a 
DAPI staining, to identify nuclei, each slide was incubated for 15 min at room temperature with a 0.1% 
solution of Sudan Black B (Research organics, Cleveland, OH) in 70% ethanol to quench tissue 
autofluorescence. 
Finally, slides were mounted using Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (F4680, Millipore 
Sigma, Burlington, MA). A negative control slide was performed in parallel (one for each biomarker) and 
incubated with PBS instead of the primary antibodies and processed with the appropriate secondary 
antibodies. 
2.7 Digital image analyses and pre-processing of scoring data 
All slides were scanned within 24 hours with a 20X Olympus Optical microscope BX61VSF (Olympus, 
Shinjuku, Tokyo, JAPON) and visualised with OlyVIA software (Olympus). Scanned images were imported 
to VisiomorphDP software (Visiopharm, Hoersholm, Denmark). This software allows the development of 
semi-automated Analysis Protocol Packages (APPs) to determine expression levels of each biomarker by 
the mean fluorescence intensity (MFI) in each compartment (i.e., stroma, epithelium cytoplasm)(Labouba 
et al., 2015). 
We performed quality control of the tissue cores to exclude those that were damaged during the 







differences were identified with scatter plots and Mann-Whitney test using GraphPad Prism software V6 
(GraphPad, La Jolla, CA). We then reviewed the images to determine if the difference observed was due 
to a technical issue. In such cases, the core was excluded from the analysis. However, data were kept if 
no unspecific staining anomaly was noted. To properly compare all TMAs together, the mean fluorescence 
intensity values of each core were normalized according to a calculated ratio. This ratio results from the 
mean fluorescence intensity across all TMA sections for a given biomarker divided by the mean 
fluorescence intensity (biomarker) for a given slide. 
2.8 Statistical analysis 
Statistical analyses were performed with SPSS Statistics 25.0 software package (SPSS Inc., Chicago, 
IL). To compare biomarker expression between tissue compartments (epithelial versus stroma), a Mann-
Whitney test was used. To identify the appropriate threshold for survival analyses, data were displayed 
as quartiles to explore data trends and identified the percentile providing the best dichotomisation for 
each biomarker. Survival analyses were performed using the Kaplan-Meier method coupled with a log-
rank test. Univariate and multivariate Cox regression analyses were used to estimate the hazard ratios 
(HR) for each biomarker. A two-sided p-value < 0.05 was considered statistically significant. The 
construction of the decision tree model was done using R software version 3.4.3 with RPART package (R 
Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). 
 
2.2.2.5 Results 
3.1 Antibody validation in PC cell lines 
Although all antibodies have already been reported in the literature, we validated their specificity in 
a western blot assay. We observed that all antibodies showed specific bands (Figure S1-A and Figure S2). 
We noted that EGFR protein levels were higher in DU145, 22Rv1, and PC3 cells when compared to the 
LNCaP cell line. PC cell lines only weakly express ERBB2 with greater expression in LNCaP and 22Rv1 cells. 
No ERBB3 expression was detected in LNCaP and PC3 cells while 22Rv1 and DU145 cells presented high 
expression. Finally, only the 22Rv1 cell line expressed ERBB4. Jurkat T lymphoma cells were used as control 
(negative) for ERBB receptors along with the well characterised MCF-7 (EGFR-, ERBB2-, ERBB3+, ERBB4+) 
and SKOV3 (EGFR+, ERBB2+, ERBB3 weak, ERBB4+) cell lines (Figure S1-A and Figure S2). Since in this study 







cell pellets from these cell lines and performed an IF assay. We noted that the expression of the ERBB 
family members was similar to those observed in the western blot (Figure S1-B). 
3.2 Patient characteristics and clinical parameters 
The analyzed TF123 TMA series is composed of 285 PC patients who did not receive neoadjuvant 
androgen deprivation therapy before radical prostatectomy. This is a mature cohort with a median follow-
up of 129 months. Demographic, histopathological, and clinical parameters are detailed in Table 1. The 
incidence of BCR at 5 years was 33 % (94 patients), the incidence of bone metastasis at 10 years and death 
specific mortality were 6.3 % (18 patients). 
Table 1. Clinical and pathological characteristic of the TF123 TMA series. 
 
Number of patients 285 
Median age at RP, years (IQR) 63 (59-67) 
Median PSA at diagnosis, ng/mL (IQR) 7.0 (5.0-10.8) 
Pathological TNM  
   2 201 
   3 75 
   4 9 
Gleason score at RP  
   ≤ 3+3 140 
   3+4 93 
   4+3 19 
   ≥ 4+4 29 
   Unknown 4 
Positive margin 95 
Median follow-up, months (IQR) 129 (76-174) 
Biochemical recurrence at 5 years  
   Number 94 
   Median time to BCR, months (IQR) 11 (3-26) 
Bone Metastasis at 10 years  
   Number 18 
   Median time to Bone Metastasis, months (IQR) 42 (20-83) 
Overall survival  
   Alive 236 
   Death from other cause 31 
   Death from PC 18 







Abbreviation: TMA=tissue microarray, RP=radical prostatectomy, PSA=prostate-specific antigen, 
IQR=interquartiles ranges, TNM=tumor, lymph nodes, metastasis, RP=radical prostatectomy, BCR=biochemical 
recurrence, PC=prostate cancer. 
3.3 ERBB family member’s expression in human PC specimens 
To assess the usefulness of the ERBB family members as PC prognostic markers, we performed a multiplex 
IF assay incorporating one receptor (red: EGFR, ERBB2, ERBB3 or ERBB4) with specific masks to define the 
epithelium (yellow: CK8/18), the basal cells (green: p63/CKHMW: present in benign/normal prostate glands) 
and the nucleus (blue: DAPI) on the TF123 TMA series. 
As expected, EGFR, ERBB2, ERBB3, and ERBB4 presented a membrane and cytoplasmic localisation in the 
epithelium of both T (Figure 1-A) and BA (data not shown) tissue cores. EGFR expression was significantly higher 
in BA compared to T tissue (p<0.0001, MFI=705 vs MFI=654, Figure 1-B) as opposed to ERBB2 (p=0.0230, 
MFI=112 vs MFI=115, Figure 1-C) and ERBB3 (p<0.0001, MFI=1126 vs 1163, Figure 1-D). Since we observed a 
low level of expression of ERBB4 in the PC cell lines and their derivates, and to avoid any waste of material, we 
decided to stain only one TMA slide with ERBB4. Despite the specificity of the antibody used, ERBB4 did not 
show a clear signal compare to background staining and had an MFI similar to the negative control (Figure 1-
E). Therefore, we did not include the analyses with ERBB4. We also noted that the expression of all receptors 








Figure 1. Expression for all ERBB family members in the TF123 TMA series. (A) Representative staining of 
the 25th and 75th percentiles for each protein in epithelial cells of tumor cores. Distribution of (B) EGFR, (C) 
ERBB2, (D) ERBB3, and (E) ERBB4* expression in the whole PC patient cohort. DAPI (blue) and protein of interest 
(red). The scale bar at 100 µm is for the whole image and the scale bar at 50 µm for enlarged view. * for ERBB4 
only one TMA slide was stained and analyzed. 
3.4 EGFR, ERBB2, and ERBB3 expression is associated with an increased risk of BCR at 5 years 
To quantitate the expression of each biomarker, we performed digital image analysis of each core using 
an algorithm that detected only the epithelial compartment. This algorithm targets the region of epithelial cells 
stained by the CKs cocktail used for the detection of epithelial cells then measures the fluorescence intensity 
in the channel corresponding to the marker of interest. 
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To assess the prognostic capacity of the ERBB, we first evaluate if they were associated with BCR (<5 
years). To determine the appropriate threshold for each biomarker to dichotomize their expression levels, we 
used the quartiles methods. Using Kaplan-Meier curves coupled with a log-rank test, we observed an increased 
risk of BCR with the high expression of EGFR (75th percentile defined as EGFRhigh; log rank=5.861, p=0.015) 
(Figure 2-A) while ERBB2 did not show such significance (under 50th percentile defined ERBB2low; log 
rank=2.441, p=0.118) (Figure 2-B). Finally, the low expression of ERBB3 was also an indicator of BCR (25th 
percentile defined as ERBB3low; log rank=3.768, p=0.052) (Figure 2-C). 
 
Figure 2. Association of proteins expression in epithelial cells of tumor cores with biochemical 
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ERBB2 with a cutoff using the median, and (C) ERBB3 with a cutoff at 25th percentiles. (D) Survival tree 
including EGFR, ERBB2, ERBB3, and BCR in an RPART model. (E) Kaplan-Meier plot combines EGFR, ERBB2, 
and ERBB3 expression. (F) Summary table of log rank between each of the conditions of expression of 
ERBB members. Significance is indicated by log-rank test. p<0.05 was considered as significant; NS, not 
significant; S, significant. 
Univariate Cox regression analyses also demonstrated that EGFRhigh in continuous (HR=1.006, CI 
[1.003 – 1.009] p=0.001), or dichotomized (HR=1.703, CI [1.0097 – 2.644] p=0.018) values, as well as 
dichotomized ERBB3low values (HR=0.650, CI [0.418 – 1.011] p=0.056) showed an association with an 
increased risk of BCR (<5 years) (Table 2). Continuous ERBB2 and ERBB3 or dichotomized ERBB2 expression 
values failed to show significance. However, ERBB family members were not independent of known 
prognostic clinical parameters (Table 2). 
 
Table 2. Univariate and Multivariate Cox regression analyses of single receptors using the BCR at 5 




Multivariate with dichotomized 
EGFR expression 
Multivariate with dichotomized 
ERBB2 expression 
Multivariate with dichotomized 
ERBB3 expression 
 HR [95% CI] p-value HR [95% CI] p-value HR [95% CI] p-value HR [95% CI] p-value 
Age at Dx 0.999 [0.963-1.035] 0.942 - - - - - - - - - 
PSA at Dx 1.061 [1.033-1.089] 0.001 1.032 [0.996-1.069] 0.086 1.036 [1.000-1.073] 0.048 1.036 [1.001-1.073] 0.043 
Gleason score (4 categories) 1.852 [1.549-2.214] 0.001 1.530 [1.237-1.891] 0.001 1.464 [1.179-1.819] 0.001 1.517 [1.231-1.869] 0.001 
Margin 3.349 [2.216-5.062] 0.001 2.617 [1.655-4.139] 0.001 2.479 [1.560-3.939] 0.001 2.531 [1.596-4.015] 0.001 
pTNM (4 categories) 2.884 [2.133-3.900] 0.001 1.555 [1.047-2.309] 0.029 1.683 [1.131-2.503] 0.010 1.578 [1.065-2.340] 0.023 
             
EGFR_Tumor_Continuous 1.006 [1.003-1.009] 0.001 - - - - - - - - - 
EGFR_Tumor_Dichotomized_75th 1.703 [1.097-2.644] 0.018 1.267 [0.781-2.057] 0.337 - - - - - - 
             
ERBB2_Tumor_Continuous 0.987 [0.970-1.004] 0.122 - - - - - - - - - 
ERBB2_Tumor_Dichotomized_50th * 0.716 [0.468-1.095] 0.123 - - - 0.787 [0.503-1.232] 0.295 - - - 
             
ERBB3_Tumor_Continuous 0.999 [0.996-1.001] 0.196 - - - - - - - - - 
ERBB3_Tumor_Dichotomized_25th 0.650 [0.418-1.011] 0.056 - - - - - - 0.856 [0.856-1.367] 0.515 
 
Abbreviation: Dx=diagnosis, PSA=prostate-specific antigen, pTNM=pathological tumor, lymph nodes, 
metastasis, HR=hazard ratio, CI=confidence interval. 
EGFR_Tumor_Dichotomized designed high expression (over 75%, EGFRhigh) and low (under 75%, EGFRlow) 
MFI. ERBB2_Tumor_Dichotomized designed high expression (over 50% of the median, ERBB2high) and low 
(under 50% of the median, ERBB2low) MFI. ERBB3_Tumor_Dichotomized designed high expression (over 25%, 
ERBB3high) and low (under 25%, ERBB3low) MFI. p-value<0.05 is shown in bold, p-value between p≥0.05 and 







3.5 Combining expression levels of EGFR, ERBB2, and ERBB3 predict BCR at 5 years 
Since all ERBB family members can dimerize with each other, we evaluated how combinations could be 
informative of BCR. Therefore, we develop a decision tree model including dichotomized EGFR, ERBB2 and 
ERBB3 expression values. Four ERBB status groups were defined (Figure 2-D). The decision tree indicated, 
within a receptor status group, the number of patients with a BCR event. Thereby, we obtain a percentage 
reflecting the probability to experience the event within the receptor status group. To better represent 
differences among these newly identified receptor status groups we performed a Kaplan-Meier analysis and 
observed a significant overall difference (Log rank=25.295, p<0.001) (Figure 2-E). Despite significant overall 
results, some groups are only distinct from each other when compared 2 by 2 and not from all of the other 
groups (Figure 2-F). 
We performed univariate Cox regression analysis using the four ERBB groups and we noted a significant 
risk of BCR (HR=1.609, CI [1.276 – 2.027] p<0.001) (Table 3). More importantly, patients with PC tissue 
expressing EGFRhigh, ERBB3high and ERBB2low present a higher 2.189 fold risk of experiencing a BCR that 
increased to a 5.455 fold higher risk when high ERGF and low ERBB3 expressions were present. In univariate 
analyses, the hazard ratio was greater than all clinical parameters. However, in the multivariate analyses, these 
status groups were not shown to be independent of the clinical parameters (HR=1.204, CI [0.930 – 1.559] 
p=0.158) (Table 3). 
Table 3. Univariate and Multivariate Cox regression analyses of ERBBs status groups using the BCR at 5 
years as an endpoint. 
 
 
Abbreviation: Dx=diagnosis, PSA=prostate-specific antigen, cTNM=clinical tumor, lymph nodes, 
metastasis, pTNM=pathological tumor, lymph nodes, metastasis, HR=hazard ratio, CI=confidence interval. 
 Univariate Multivariate 
 HR [95% CI] p-value HR [95% CI] p-value 
Age at Dx 0.999 [0.963-1.035] 0.942 - - - 
PSA at Dx 1.061 [1.033-1.089] 0.001 1.029 [0.993-1.067] 0.113 
Gleason score 1.852 [1.549-2.214] 0.001 1.495 [1.205-1.856] 0.001 
Margin 3.349 [2.216-5.062] 0.001 2.508 [1.582-3.976] 0.001 
pTNM (category) 2.884 [2.133-3.900] 0.001 1.559 [1.044-2.329] 0.030 
       
Category 
Combined all ERBB members 1.609 [1.276-2.027] 0.001 1.204 [0.930-1.559] 0.158 
       
EGFRlow 1.000 - - 1.000 - - 
EGFRhigh/ERBB3high/ERBB2high 1.231 [0.675-2.244] 0.498 1.197 [0.622-2.303] 0.591 
EGFRhigh/ERBB3high/ERBB2low 2.189 [1.085-4.417] 0.029 1.122 [0.514-2.449] 0.773 







EGFR_Dichotomized designed high expression (over 75%, EGFRhigh) and low (under 75%, EGFRlow) MFI. 
 ERBB2_Dichotomized designed high expression (over 50% of the median, ERBB2high) and low (under 50% 
of the median, ERBB2low) MFI. ERBB3_Dichotomized designed high expression (over 25%, ERBB3 high) and 
low (under 25%, ERBB3low) MFI. Significant results (p-value<0.05) are indicated by bold numbers and 
results not included are indicated by -. 
3.6 Expression of EGFR, ERBB2, and ERBB3 can predict bone metastasis development at 10 years 
Another important endpoint in PC is the development of bone metastasis which is also recognized as 
a surrogate for PC mortality. We observed that both EGFRhigh (log rank=8.103, p=0.004) and ERBB2low (log 
rank=4.539, p=0.033) were significantly associated with an increased risk of developing bone metastasis 
(Figure 3-A and 3-B). However, ERBB3 expression did not confer risk for bone metastasis development 








Figure 3. Association of protein expression in epithelial cells of tumor cores with the development of 
bone metastases at 10 years. Kaplan-Meier curves for (A) EGFR with a cutoff at 75th percentiles, (B) ERBB2 
with a cutoff using the median and (C) ERBB3 with a cutoff at 25th percentiles. (D) Survival tree including 
EGFR, ERBB2, ERBB3, and bone metastases in an RPART model. (E) Kaplan-Meier plot combines EGFR, 
ERBB2, and ERBB3 expression. (F) Summary table of log rank between each of the conditions of expression 
of ERBB members. Significance is indicated by log-rank test. p<0.05 was considered as significant; NS, not 
significant; S, significant. 
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Patients with EGFRhigh in their PC tissue (continuous or dichotomized values) showed an increased 
risk of developing bone metastasis when performing Cox regression analyses (Table 4); a risk that reached 
3.462 (CI [1.404 – 1.016] p=0.008) fold when EGFR expression is dichotomized. In contrast, ERBB2high in PC 
tissue is associated with a lower risk for bone metastasis (HR=0.312, CI [0.101 – 0.969] p=0.044) and to a 
lesser extent ERBB3high (continuous values) with a protective effect (HR=0.994, CI [0.989 – 1.00] p=0.037) 
(Table 4). 
Table 4. Univariate Cox regression analyses of ERBBs using the development of bone metastasis at 














Abbreviation: Dx=diagnosis, PSA=prostate-specific antigen, cTNM=clinical tumor, lymph nodes, 
metastasis, pTNM=pathological tumor, lymph nodes, metastasis, HR=hazard ratio, CI=confidence interval. 
EGFR_Dichotomized designed high expression (over 75%, EGFRhigh) and low (under 75%, EGFRlow) MFI. 
ERBB2_Dichotomized designed high expression (over 50% of the median, ERBB2high) and low (under 50% 
of the median, ERBB2low) MFI. ERBB3_Dichotomized designed high expression (over 25%, ERBB3high) and 
low (under 25%, ERBB3low) MFI. Significant results (p-value<0.05) are indicated by bold numbers. 
 
 Univariate 
 HR [95% CI] p-value 
Age at Dx 0.987 [0.907-1.073] 0.757 
PSA at Dx 1.059 [1.002-1.119] 0.043 
Gleason score 3.704 [2.304-5.955] 0.001 
Margin 3.290 [1.275-8.489] 0.014 
pTNM (category) 7.490 [3.830-14.647] 0.001 
    
EGFR_Continuous 1.012 [1.007-1.016] 0.001 
EGFR_Dichotomized 3.642  [1.404-9.444] 0.008 
    
ERBB2_Continuous 0.976 [0.939-1.016] 0.234 
ERBB2_Dichotomized 0.312 [0.101-0.969] 0.044 
    
ERBB3_Continuous 0.994 [0.989-1.000] 0.037 
ERBB3_Dichotomized 0.622 [0.230-1.683] 0.350 
    
Category 
Combined all ERBB members 2.036 [1.438-2.881] 0.001 
    
ERBB2high 1.000 - 0.001 
ERBB2low/EGFRlow 1.897 [0.535-6.722] 0.321 
ERBB2low/EGFRhigh/ERBB3high 9.273 [2.311-37.197] 0.002 







3.7 Combining expression levels of EGFR, ERBB2, and ERBB3 can predict bone metastasis development 
By incorporating EGFR, ERBB2 and ERBB3 expression in a decision tree model (Figure 3-D), four ERBB 
receptor status groups could be developed to segregate patients based on the risk of developing bone 
metastasis. Kaplan-Meier analyses performed using these groups revealed an overall log rank of 23.228 
with a p<0.001 (Figure 3-E). The Kaplan-Meier highlights two distinct patient profiles 
(ERBB2high/ERBB2low/EGFRlow) at risk for the development of bone metastases compared to two groups 
(ERBB2low/EGFRhigh /ERBB3high and ERBB2low/EGFRhigh /ERBB3low) (Figure 3-F). Also, an overall Cox 
regression analysis, taking into account the combination of all ERBB receptors, showed an increased risk 
of developing bone metastasis (HR=2.036, p<0.001) (Table 4). More specifically, our results suggest that 
patients with tumors expressing ERBB2low and both EGFRhigh and ERBB3high presented a risk that was 
increased 9.273 fold (CI [2.311 – 37.197], p=0.002). The risk of developing bone metastasis reached 14.774 
(CI [2.387 – 81.237] p=0.002) for patients expressing ERBB2low and ERBB3low coupled with EGFRhigh and 
overperforms all clinical parameters. 
3.8 Expression of EGFR, ERBB2, and ERBB3 can predict PC specific mortality 
 The TF123 TMA series is richly annotated and the long-term follow-up allows the evaluation of 
the ultimate PC endpoint. While EGFRhigh presents a trend while failing to reach significance (log 
rank=2.741, p=0.098) (Figure 4-A) both ERBB2low and ERBB3low were significantly associated with PC 
specific mortality (log rank=4.549, p=0.033 and log rank=4.439, p=0.035, respectively) (Figure 4-B and 4-
C). Cox regression analysis demonstrated that patients with EGFRhigh or those with ERBB3low (continuous 
values) in their PC tissue presented a greater risk of dying from PC (HR=1.017, CI [1.010 – 1.023], p<0.001, 
and HR=0.991, CI [0.985 – 0.997], p=0.002, respectively). This was also observed for ERBB2low or ERBB3low 
(dichotomized values) (HR=0.312, CI [0.101 – 0.968], p=0.044 and HR=0.373, CI [0.373 – 0.969], p=0.043, 








Figure 4. Association of protein expression in epithelial cells of tumor cores with prostate cancer 
specific death. Kaplan-Meier curves for (A) EGFR with a cutoff at 75th percentiles, (B) ERBB2 with a cutoff 
using the median and (C) ERBB3 with a cutoff at 25th percentiles. (D) Survival tree including EGFR, ERBB2, 
ERBB3, and death by PC in an RPART model. (E) Kaplan-Meier plot combines EGFR, ERBB2, and ERBB3 
expression. (F) Summary table of log rank between each of the conditions of expression of ERBB members. 
Significance is indicated by log-rank test. p<0.05 was considered as significant; NS, not significant; S, 
significant. 
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 HR [95% CI] p-value 
Age at Dx 0.976 [0.896-1.062] 0.569 
PSA at Dx 1.062 [1.009-1.117] 0.021 
Gleason score 3.968 [2.395-6.573] 0.001 
Margin 1.731 [0.682-4.391] 0.248 
pTNM (category) 5.655 [2.928-10.923] 0.001 
    
EGFR_Continuous 1.017 [1.010-1.023] 0.001 
EGFR_Dichotomized 2.215  [0.843-5.824] 0.107 
    
ERBB2_Continuous 0.969 [0.933-1.007] 0.107 
ERBB2_Dichotomized 0.312 [0.101-0.968] 0.044 
    
ERBB3_Continuous 0.991 [0.985-0.997] 0.002 
ERBB3_Dichotomized 0.373 [0.144-0.969] 0.043 
    
Category 
Combined all ERBB members 1.865 [1.256-2.768] 0.002 
    
ERBB3high/ERBB2high 1.000 - 0.004 
ERBB3high/ERBB2low/EGFRlow 2.915 [0.487-17.465] 0.241 
ERBB3high/ERBB2low/EGFRhigh 11.755 [1.958-70.566] 0.007 
ERBB3low/EGFRlow 5.671 [1.143-28.129] 0.034 
ERBB3low/EGFRhigh 36.732 [4.901-275.271] 0.001 
Abbreviation: Dx=diagnosis, PSA=prostate-specific antigen, cTNM=clinical tumor, lymph nodes, 
metastasis, pTNM=pathological tumor, lymph nodes, metastasis, HR=hazard ratio, CI=confidence interval. 
EGFR_Dichotomized designed high expression (over 75%, EGFRhigh) and low (under 75%, EGFRlow) MFI. 
ERBB2_Dichotomized designed high expression (over 50% of the median, ERBB2high) and low (under 50% 
of the median, ERBB2low) MFI. ERBB3_Dichotomized designed high expression (over 25%, ERBB3high) and 
low (under 25%, ERBB3low) MFI. Significant results (p-value<0.05) are indicated by bold numbers. 
 
3.9 Combining expression levels of EGFR, ERBB2, and ERBB3 can predict PC mortality 
The decision tree model (Figure 4-D) revealed five groups with differential risk of PC specific mortality 
as demonstrated by the Kaplan-Meier analyses (Log rank=24.586 p<0.001) (Figure 4-E). More precisely, 
the patients presenting ERBB3high/ERBB2high are the group at the least risk of specific PC mortality, and this 
group was significantly distinct from all other groups except with the ERBB3high/ERBB2low/EGFRlow. The 
group ERBB3low/EGFRhigh was the group with the highest risk of specific PC mortality, then this group was 







regression analysis including the five groups recapitulates the overall Kaplan-Meier analyses (HR=1.865, 
CI [1.256 – 2.768], p=0.002) (Table 5). With a hazard ratio greater than all clinical parameters assessed, 
three groups (orange, grey and purple) were indicators of patient prognosis. The greatest risk of PC 
specific mortality was observed for patients expressing ERBB3low coupled with EGFRhigh (orange: 
HR=36.732, CI [4.901 – 275.271], p<0.001) followed by a combination of EGFRhigh/ERBB2low/ERBB3high 
(HR=11.755, CI [1.958 – 70.566], p=0.007) and finally by EGFRlow/ERBB3low (HR=5.671, CI [1.143 – 28.129], 
p=0.034). Patients with ERBB2high and ERBB3high were those with a better prognosis. These were not 
significantly different from patients with EGFRlow/ERBB2low/ERBB3high. 
 
2.2.2.6 Discussion 
In multiple cancers including PC, a personalized therapeutic approach based on individual tumor 
characteristics has become an ongoing objective for both treating physicians and patients. Since PC is a 
heterogeneous disease, and that clinical parameters are insufficient to accurately predict disease 
outcomes, it is important to identify new tools to aid in clinical decisions and patient management. 
 In this study, we showed that ERBB family members were associated with a greater risk of BCR. 
These findings are in line with the literature where a high expression of EGFR was associated with PC 
progression(Koumakpayi et al., 2010; Mandel et al., 2018; Schlomm et al., 2007), and a low ERBB3 
expression, located in the nucleus, was associated with a worse prognosis(Koumakpayi et al., 2007) and 
increased risk of BCR. Also, this study confirms the absence or the very low expression of ERBB4 in PC cell 
lines and primary cancer tissue(Koumakpayi et al., 2006; Le Page et al., 2005). However, ERBB2 expression 
in PC progression is more controversial, with one study showing that a high level of ERBB2 is associated 
with poor prognosis(Minner et al., 2010) as measured by BCR, while a previous study from our group 
failed to identify any correlation with BCR(Baek et al., 2012). However, in our current study we identified 
the importance of ERBB2 as a predictor of eventual bone metastases. These results are in line with those 
reported in breast cancer studies where patients presenting with an ERBB2-positive tumor are more likely 
to metastasize to the bone when compared to the ERBB2-negative group(Z. Xiong et al., 2018). In addition, 
several biological studies in pre-clinical prostate models have shown that ERBB2 signaling plays an 







bone metastases(Day et al., 2017; Muniyan et al., 2015). For example, ERBB2 was shown to play a role in 
the progression of PC through an increase in angiogenesis thereby facilitating the dissemination of tumor 
cells. ERBB2 also confers an androgen independence state leading to cell survival and proliferation when 
anti-androgen therapy is used(Muniyan et al., 2015). The contradictory studies looking at ERBB2 
expression and the correlation to outcomes in patient tumor tissue could reflect differences in results 
both in the composition and size of cohorts studied or by differing sources of antibodies used in the 
studies. 
Most studies highlighted a link between a single member of the ERBB family with PC progression 
using BCR as an endpoint(Baek et al., 2012; Di Lorenzo et al., 2002; Koumakpayi et al., 2010; Minner et 
al., 2010). When two markers were assessed in the same publication, it was discussed that EGFR was a 
better predictor of BCR when used alone than combined(Koumakpayi et al., 2010). Another study used an 
heterogenous set of specimens from patients treated (n=29) or not treated with ADT (n=29) to perform 
their survival analyses in combining EGFR to ERBB2(Di Lorenzo et al., 2002). They showed that patients 
presenting EGFRhigh and ERBB2high were more likely to experience a BCR. In this present study, we 
combined three out of the four ERBB family members and evaluated their prognostic value against three 
clinically relevant PC endpoints. We excluded ERBB4 from all analyses in reason of the low expression of 
this biomarker in prostate cell lines by western blot and the non-specificity of IF staining for ERBB4 in 
patient samples. We found that the combination of ERBB3low coupled with EGFRhigh was associated with 
the worst prognosis across all endpoints (BCR, development of bone metastasis and PC specific survival). 
We also noted a major role of ERBB2 in the development of bone metastasis and this marker was found 
to be the first marker used to stratify patients in the decision tree model. The important role of ERBBs in 
the development of metastases has previously been reported in the literature(Day et al., 2017; Murray et 
al., 2015; Tome-Garcia et al., 2014). Indeed, in a pre-clinical model using cell line in vivo assays, it was 
demonstrated that EGFR promotes the survival of PC circulating tumor cells while ERBB2 supports cancer 
cell growth in bones by promoting the RANK signaling pathway(Day et al., 2017). These results support 
our findings of the association of the ERBB members with worse prognosis. 
Since ERBB receptors are differentially expressed in radical prostatectomy specimens, they should 
form different combinations of dimers (homo/heterodimer) to activate or inhibit diverse cellular 







ERBB receptors, could explain why previous clinical trials studying ERBB family members failed to 
demonstrate a predictive effect on patient outcomes(Festuccia et al., 2009; Whang et al., 2013; Ziada et 
al., 2004). Moreover, it would be interesting to investigate how members of ERBBs affect anti-androgen 
therapy. Our results also highlight that the different receptor combinations in the primary tumor are 
associated with very different outcomes much later in the post treatment setting in these patients. These 
molecular markers may provide early indicators of patients with worse prognosis requiring more intense 
follow-up strategies and possibly earlier and more aggressive therapeutic strategies. 
2.2.2.7 Conclusions 
Our results suggest that a different combination of ERBB could be useful to stratify patients following 
local therapy for PC. We demonstrated that patients presenting with an EGFRhigh coupled with ERBB3low 
were at 5-fold increased risk of BCR. Patients expressing ERBB2low had a 14-fold increased risk of 
developing bone metastasis, and were more than 36 times at higher risk of PC mortality. These biomarkers 
may become useful in the clinic if they are further validated on larger cohorts. 
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2.2.2.9 Supplementary materials 
The following are available online at www.mdpi.com/xxx, Figure S1: Evaluation of antibody specific for all 
ERBB family members. Figure S2. Whole Western blots of ERBB expression in PC cell lines.
 
Figure S1. Evaluation of antibody specificity for all ERBB family members. (A) Expression of EGFR, 







loading control for Western blots. (B) Representative staining for each protein in different paraffin-















Figure S2. Whole Western blots of ERBB expression in PC cell lines. (A) Detection of EGFR, ERBB2, 
ERBB3 and ERBB4 in whole cell lysates in PC cell lines, with α-Tubulin or HDAC as a control. (B) 
Intensity ratio of biomarkers for each cell line, normalized with α-Tubulin or HDAC. 
 




 Jurkat MCF-7 SKOV3 22Rv1 LNCaP DU145 PC3 
EGFR 0.34 0.27 1.63 0.83 0.61 1.79 1.40 
ERBB2 0.41 0.95 1.67 0.78 0.62 0.88 0.15 
ERBB3 0.32 0.94 0.83 1.24 0.54 1.50 0.36 





Ce projet de recherche a mené à la validation de biomarqueurs prometteurs sur une plus large 
cohorte que celle qui avait été testée dans le passé, et a également permis de faire l’intégration de la 
technique d’immunofluorescence afin de faire l’analyse de plusieurs biomarqueurs simultanément. Plus 
spécifiquement, il a fallu faire la validation des multi-marquages par immunofluorescence pour l’étude de 
la combinaison des biomarqueurs et de leur expression, seul et en combinaison, dans différents 
compartiments tissulaires. 
La validation des biomarqueurs étudiés dans ce projet de recherche a été obtenue suite à 
l’optimisation de multi-marquages en immunofluorescence dans les TMA ainsi qu’à une quantification 
précise de l’expression des marqueurs par analyse digitale. La pertinence de ces techniques par rapport 
aux techniques standards va être discutée. Puis, ce projet de recherche a montré que les protéines PUMA, 
NOXA, EGFR, ERBB2 et ERBB3 représentent des biomarqueurs très prometteurs pour mieux stratifier les 
patients atteints d’un cancer de la prostate en fonction de leur pronostique. L’intérêt de ces marqueurs 
en clinique et la pertinence des résultats obtenus pour ces protéines vont être détaillés en discussion. 
3.1 Approche des techniques d’immunohistochimie et d’immunofluorescence 
L’immunohistochimie et l’immunofluorescence sont deux techniques d’immuno-marquage qui 
sont utilisées pour permettre de localiser des antigènes dans un tissu ou une cellule par l’intermédiaire 
d’anticorps spécifiques. Les avantages d’utiliser l’une ou l’autre technique dépendent de plusieurs 
facteurs qui vont être discutés ici. 
Ces deux techniques peuvent être réalisées de façon directe ou de façon indirecte (Aoki et al., 
2010). Dans le cas de l’immuno-marquage direct, il y a utilisation d’un seul anticorps conjugué ciblant 
l’antigène de la molécule d’intérêt. Tandis qu’avec l’immuno-marquage indirect, il y a nécessité d’utiliser 
plusieurs anticorps successivement. D’abord, l’anticorps primaire non conjugué qui cible un antigène 
spécifique de la molécule d’intérêt. Ensuite, l’anticorps secondaire conjugué qui va reconnaitre l’antigène 





Figure 17: Représentation de l'immuno-marquage direct et de l'immuno-marquage indirect. 
Provenant et traduit depuis le site web www.abcam.com 
 
3.1.1 Technique d’immunohistochimie (IHC) 
Les anticorps utilisés dans le cas de l’IHC sont conjugués à une enzyme qui va réagir avec son 
chromogène pour donner un précipité. Les principales enzymes de révélation utilisées sont la HRP (de 
l’anglais horseradich peroxidase) et l’AP (de l’anglais alkaline phosphatase). La disponibilité des 
chromogènes est en plein développement, voici ceux le plus couramment utilisés : la 3,3’-
diaminobenzidine (DAB, coloration marron), la 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, coloration rouge) et le 
nitro blue tetrazollum (NBT, coloration bleu foncé) (Stack et al., 2014). L’observation de ce précipité est 
réalisée avec un microscope à champ clair (Stack et al., 2014). Le marquage par IHC peut être effectué sur 
des cellules (cytologie), des coupes de tissus congelés et/ou en paraffine. De façon générale et afin d’avoir 
une meilleure reproductibilité des résultats, il est nécessaire d’avoir des contrôles positifs (échantillons 
exprimant un haut niveau de la protéine d’intérêt) et des contrôles négatifs (échantillons n’exprimant pas 
la protéine d’intérêt). Ces contrôles sont aussi importants pour identifier une différence d’intensité de 
signal entre plusieurs lames à analyser. Cette technique présente l’avantage d’être accessible en routine 
dans les laboratoires d’analyses médicales et de permettre, pour les pathologistes, une quantification 
rapide de l’expression d’une protéine évaluable à l’œil nu. Cette quantification est généralement faite 
sous forme de score d’expression allant de 0, pour une absence d’expression, à 3 pour une forte 
expression. Cependant, il peut aussi s’agir d’un pourcentage de cellules marquées positivement ou alors 
le compartiment marqué (noyaux versus cytoplasme) combinés à l’intensité du marquage. Elle est, de 
plus, facile à mettre en place et peu couteuse puisqu’elle ne nécessite pas l’utilisation de microscope 
développé et de logiciels spécifiques. De plus, les lames d’IHC peuvent être conservées pendant des 













Malgré ces avantages et son emploie intensif en clinique, l’IHC présente certaines limites. Étant 
donné que cette technique repose sur des réactions enzymatiques, son utilisation est souvent limitée à 
un seul marquage de protéines par lame d’échantillon. Pour certaines études, il est donc nécessaire de 
faire des marquages successifs sur des lames consécutives mais comme le cancer de la prostate est 
hétérogène, il peut y avoir une rapide évolution du tissu qui réduit la possibilité de comparaison entre les 
lames d’échantillon issues de coupes successives. Toutefois, l’IHC a tendance à évoluer de plus en plus 
vers des marquages en multiplexe avec l’utilisation de plusieurs anticorps conjugués à différentes 
enzymes, poussant la limite de détection à 5 ou 6 biomarqueurs par lame (Glass et al., 2009) (Stack et al., 
2014) (Kroeger et al., 2016). Cette utilisation en multiplexe induit néanmoins une importante perte 
d’immunogénicité de l’échantillon et donc une forte diminution de la qualité du marquage (Glass et al., 
2009) (Stack et al., 2014). Et ce d’autant plus que le multi-marquage par IHC conduit à des résultats peu 
satisfaisants pour l’analyse de la co-distribution et de la co-localisation de deux protéines dans un 
compartiment cellulaire (van der Loos et al., 2013) (Lo et al., 2016). Afin d’atténuer cette problématique, 
il est possible de faire du multi-marquage en séquence à partir d’un même échantillon tissulaire. Après 
chaque IHC sur une protéine d’intérêt, les coupes d’échantillons sont numérisées et réutilisées pour 
procéder à d’autres IHC après élution du précédent anticorps (Glass et al., 2009). À l’aide d’un logiciel 
d’imagerie, il est alors possible de faire une superposition des images des échantillons et d’obtenir la co-
distribution de différentes protéines. 
L’IHC présente également un certain biais sur le plan de la quantification du marquage et donc de la 
précision des résultats, car l’analyse est faite par une personne ce qui est une source de subjectivité et 
d’erreurs. De plus, la quantification d’un marquage par IHC est généralement exprimée sous la forme d’un 
score d’expression relatif, ce qui apporte moins de précision et plus de limites que l’obtention de valeurs 
continues par la quantification d’un marquage IF. Il est à noter que le développement actuel des logiciels 
d’analyse d’images vise à obtenir une quantification des marquages IHC sous forme de valeurs continues. 
 
3.1.2 Technique d’immunofluorescence (IF) 
Le premier marquage par IF a eu lieu dans les années 1940 (Coons et al., 1950) (Coons, 1961). L’IF 
repose sur les principes de la fluorescence c’est-à-dire la réponse à une absorption de lumière. Elle est 
caractérisée par l’émission de photons par une molécule lors du passage d’un état d’excitation (énergie 
d’émission) vers un état fondamental (énergie d’absorption). La fluorescence peut être générée 




globules rouges et le collagène qui ont des propriétés fluorescentes (Baschong et al., 2001). La 
fluorescence peut être induite par l’ajout d’une substance chimique appelé fluorochrome (ou 
fluorophore) qui émettra un signal à une longueur d’onde connue après excitation à une longueur d’onde 
donnée spécifique (Donaldson, 2001). Les principaux fluorochromes utilisés en IF sont : le DAPI (4’,6-
diamidino-2-phenylindole) qui fluoresce dans la partie bleue du spectre lumineux et marque 
spécifiquement le noyau des cellules, le FITC (fluorescein isothiocyanate, dérivé de la fluorescéine) qui 
fluoresce dans la partie verte du spectre lumineux, le TRITC (tetramethylrhodamine-5-isothiocyanatem 
dérivé de la Rhodamine) qui fluoresce dans le partie orange du spectre lumineux et Cyanine 5 (Cy5) qui 
fluoresce dans la partie rouge du spectre lumineux (Figure 18) (Waggoner, 2006). 
 
Figure 18: Spectre de fluorescence des principaux fluorochromes utilisés en IF. 
Crée à partir du site web www.biolegend.com 
Le fluorochrome doit permettre l’obtention d’un signal spécifique, durable et fort (Waggoner, 2006). 
Cette technique est réalisable sur des échantillons en suspension, sur des cultures en monocouche et sur 
des coupes tissulaires. Depuis le début de l’utilisation de l’IF, son amélioration et le développement d’un 
grand nombre d’anticorps et de fluorochromes ont permis d’en faire une technique utilisable en routine 
(Donaldson, 2001). Actuellement, elle est grandement utilisée pour le diagnostic (en bactériologie et en 
virologie) et la recherche fondamentale dans diverses études en biologie (suivi du cycle cellulaire et tri 
cellulaire par cytométrie de flux, localisation cellulaire et hybridation moléculaire). De plus, l’IF permet de 
visualiser et/ou de quantifier de façon précise des molécules d’intérêts dans des échantillons biologiques. 
L’IF a longuement été utilisée pour des analyses qualitatives, permettant d’une part de déterminer la 
présence d’une protéine dans un échantillon mais aussi sa localisation dans un tissu ou une cellule, ainsi 
que sa co-localisation avec d’autres protéines marquées simultanément. Il est à noter que malgré un 
protocole plus rapide, l’IF directe reste moins couramment utilisée que l’IF indirecte en raison de son 
marquage moins sensible. En effet, l’IF directe implique qu’un seul anticorps couplé à un fluorochrome 




secondaires couplés à des fluorochromes vont pouvoir se fixer à un même anticorps primaire. De plus, 
bien qu’en plein développement, le choix d’anticorps primaires conjugués à des fluorochromes reste assez 
limité. L’IF directe semble avoir un plus grand potentiel pour le multi-marquage car cette technique 
s’affranchit des potentielles hybridations non spécifiques des anticorps secondaires lorsque le nombre 
d’épitopes est faible ce qui peut conduire à un chevauchement des signaux entre les différentes 
moléculaires marquées. L’observation du marquage par IF est réalisée avec un microscope à épi 
fluorescence ou avec un microscope confocal (Waggoner, 2006). L’IF est donc une technique de choix 
pour le suivi de l’expression de protéines en tissu. 
Le plus gros avantage de l’IF est de pouvoir faire le marquage spécifique d’une ou plusieurs 
protéines et de visualiser leur localisation dans le tissu ou dans la cellule (Mori et al., 2016). De ce fait, une 
seule coupe de tissu peut permettre le marquage et le suivi de l’expression de plusieurs protéines 
simultanément, en tenant compte des spectres des fluorochromes. Ce multi-marquage permet d’avoir 
une réponse satisfaisante concernant la co-localisation et la co-expression des protéines (T. Suzuki et al., 
2005) (Robertson et al., 2008) (Yarilin et al., 2015). Par exemple, la littérature rapporte des marquages de 
compartiments cellulaires et tissulaires tels que le noyau, l’épithélium et le stroma pour identifier 
l’expression de diverses protéines dans le cancer de la prostate (Labouba et al., 2015) (Dankner et al., 
2019) (Grosset et al., 2019). Une étude a rapporté le marquage d’organites tels que le nucléole, l’appareil 
de Golgi et les vésicules, pour obtenir la localisation subcellulaire de six protéines jouant un rôle important 
dans l’instabilité des microsatellites dans le cancer colorectal (Kovacheva et al., 2016). Il s’agit de quelques 
exemples parmi les multiples publications ayant eu recours à cette technique. À ce titre, l’utilisation de la 
microscopie confocale est un atout majeur pour déterminer avec une grande précision la localisation 
d’une ou plusieurs protéines en raison de la haute résolution des images et d’un grossissement élevé 
disponible sur ce type de microscopie (section de l’échantillon en tranche optique). Depuis quelques 
années, l’IF est également devenue une méthode d’analyse quantitative reconnue puisque le signal lié au 
marquage des protéines peut être acquis par spectroscopie et quantifié de façon automatique ou semi-
automatique via des logiciels d’analyse d’images. L’automatisation de la détection et de la quantification 
des signaux fluorescents permet l’analyse d’un plus grand nombre d’échantillons avec une plus grande 
précision ce qui conduit à l’obtention de résultats plus objectifs et fiables. L’IF est une technique assez 





Néanmoins, l’IF présente quelques limites. En premier lieu, la préparation des coupes tissulaires 
doit suivre des paramètres précis de fixation et de perméabilisation, semblables à ceux utilisés en IHC en 
pathologie, pour obtenir une bonne conservation de l’intégrité des antigènes des protéines (Donaldson, 
2015). En second lieu, lors du suivi de l’expression de plusieurs protéines avec des anticorps primaires 
générés chez une même espèce, il est impératif d’ajouter plusieurs étapes successives au protocole de 
marquage. Effectivement entre le marquage de chaque protéine d’intérêt il est nécessaire d’ajouter une 
étape de blocage afin de s’assurer que l’anticorps secondaire a bien saturé la totalité des sites de 
l’anticorps primaire précédent. Un blocage insuffisant peut entrainer une diminution de la spécificité des 
marquages en lien avec la fixation d’un anticorps secondaire au mauvais anticorps primaire. Le nombre 
de protéines différentes identifiables par multi-marquage est limité par les chevauchements des spectres 
spécifiques aux fluorochromes utilisés ainsi que par l’encombrement stérique des molécules. Il faut en 
outre s’assurer d’avoir des contrôles d’expression afin de s’affranchir de résultats provenant d’un faux 
positif ou d’un faux négatif. Il peut s’agir d’ajouter des cellules ou des tissus qui ont un niveau d’expression 
connue pour la protéine d’intérêt. L’idéal est l’utilisation d’un contrôle négatif (aucune expression de la 
protéine) et d’un contrôle positif (expression élevée de la protéine). Dans le cas de l’IF indirecte, il est 
également judicieux d’avoir une coupe de tissu sur laquelle seul l’anticorps secondaire est appliqué afin 
de s’affranchir du bruit de fond liée à la spécificité de cet anticorps secondaire mais aussi de l’auto-
fluorescence naturellement produite par certains tissus et certaines molécules telles que le collagène. Ce 
bruit de fond est ensuite soustrait lors de l’analyse des échantillons d’intérêt si nécessaire. Il est à noter 
que l’ajout de réactif tel que le Sudan Black B permet de réduire cette auto-fluorescence (Y. Sun et al., 
2011). Par ailleurs, il est important de savoir que l’IF ne permet pas l’émission d’un signal permanent (Mori 
et al., 2016). Cette limitation est liée aux propriétés du fluorochrome (durée d’émission) et à son 
environnement (méthode de conservation ou exposition à une source lumineuse). Elle peut créer un biais 
lors de l’analyse de l’expression de la protéine et lors de l’interprétation des résultats obtenus. Cette 
observation est particulièrement importante lors de comparaison de plusieurs lames de tissus. Pour 
obtenir des résultats quantitatifs, il est alors nécessaire d’effectuer une normalisation du signal 
fluorescent obtenu à l’aide des différents contrôles positifs et négatifs et en fonction des différentes lames 
marquées par IF (voir 3.2.3). Afin de palier à cette diminution du signal, il est nécessaire de faire un scan 
des lames pour obtenir des images qui seront analysables ultérieurement. Cependant, le stockage de ces 
images est volumineux et actuellement l’espace de stockage disponible nécessite que des nettoyages 
d’images soient réalisés afin d’éviter des maintenances de longues périodes entrainant des coûts 




logiciels d’analyse d’images qui restent relativement onéreux. À cela, il faut ajouter le besoin d’une 
formation technique spécifique pour les utilisateurs de ces types de logiciel. Actuellement, ces surcharges 
de coûts ne permettent pas une utilisation en routine dans les départements cliniques de pathologie. 
À la vue de ces connaissances, on comprend que les départements cliniques de pathologie n’ont 
pas encore adoptés l’IF même s’ils utilisent de plus en plus de techniques basées sur la fluorescence telle 
que l’hybridation in situ en fluorescence. Actuellement, l’IF est grandement utilisée en recherche en lien 
avec sa grande précision alors qu’en clinique c’est l’IHC qui est utilisée. La prépondérance de l’IHC en 
clinique s’explique par rapport à la rapidité de l’obtention des résultats nécessaires pour un diagnostic de 
maladie. Cependant, dans ce projet de recherche, les biomarqueurs identifiés seraient utilisés pour 
prédire le devenir des patients. De ce fait, les analyses d’IF n’ont pas besoin d’être réalisées en urgence 
et elles pourraient être exécutées par un autre service que les départements cliniques de pathologie. 
 
3.2 Optimisation de la technique d’immunofluorescence 
Afin de permettre une meilleure évaluation de l’immunofluorescence pour ce projet de recherche, 
une optimisation de cette technique a été indispensable. Elle a été faite en trois temps : 1) mise au point 
des conditions d’utilisation de chaque anticorps ciblant les protéines d’intérêt; 2) optimisation du multi-
marquage (cellules basales et épithéliales); 3) perfectionnement de l’utilisation du logiciel d’analyse 
d’images. 
 
3.2.1 Choix et spécificité des anticorps pour les protéines d’intérêts 
Dans un premier temps, les anticorps ciblant les protéines d’intérêts ont été sélectionnés en se 
basant sur les précédentes études effectuées au laboratoire. Cependant, entre les travaux réalisés en 
2006-2007 (Diallo et al., 2007) ou 2009-2010 (Koumakpayi et al., 2010) et le début de ce projet de 
recherche en 2015, nous avons été confrontés au problème de disponibilité des anciens anticorps, la 
plupart de ceux-ci (anti-PUMA, -EGFR, -ERBB2 et -ERBB3) n’étant plus en vente. Il a donc été nécessaire 
de faire une nouvelle sélection pour ces anticorps. En ce qui concerne l’anticorps anti-NOXA, il était encore 
disponible commercialement et pour l’anti-ERBB4, il s’agissait d’une première étude donc la sélection de 




Dans l’optique d’une utilisation possible en clinique, nous avons favorisé les anticorps 
monoclonaux. Les anticorps polyclonaux sont un mélange de molécules d’immunoglobuline sécrétées 
contre un antigène particulier tandis que les anticorps monoclonaux sont produits par un seul clone de 
plasmocytes B. De ce fait, les anticorps monoclonaux ont une production de population hautement 
homogène d’anticorps assurant une meilleure reproductibilité de lot à lot. Nonobstant l’indisponibilité 
des anticorps anti-PUMA, -EGFR, -ERBB2 et -ERBB3 utilisés dans nos précédentes études, il est à noter 
qu’ils étaient tous de type polyclonal et donc une nouvelle sélection s’avérait d’autant plus nécessaire. 
Pour NOXA, l’anticorps précédemment utilisé était de type monoclonal donc en adéquation avec nos 
critères. À cette étape du processus de sélection, nos choix suivants ont été guidés par les résultats 
rapportés dans la littérature et obtenus avec des anticorps monoclonaux. Les anticorps choisis ont été 
testés premièrement par immunobuvardage de type western blot (protéines cibles dénaturées) et 
deuxièmement par immunofluorescence (protéines cibles avec leurs structures tertiaire et quaternaire). 
Lors des tests de validation avec ces deux techniques, nous avons choisi d’inclure des échantillons 
provenant de quatre lignées cellulaires prostatiques (22Rv1, LNCaP, DU145 et PC3) ainsi que de lignées 
cellulaires (Jurkat provenant des lymphocytes T CD4, MCF7 provenant du cancer du sein et SKOV3 
provenant du cancer de l’ovaire) exprimant fortement (contrôles positifs) ou n’exprimant pas (contrôles 
négatifs) les protéines d’intérêts en nous basant sur la littérature. Afin de limiter un possible biais, les 
analyses ont été faites sur une même culture de cellules divisée en deux au début de l’expérience. Une 
partie a permis de faire les immunobuvardage de type western blot et l’autre a été mis en culot de 
paraffine pour l’immunofluorescence. En regard avec la littérature, nous avons déterminé un classement 
des lignées cellulaires en fonction de leurs intensités d’expression. L’immunobuvardage de type western 
blot nous a permis d’avoir une confirmation des niveaux d’expression pour chacune des protéines 
d’intérêts dans chaque lignée cellulaire. Une fois les anticorps optimisaient en ayant obtenu des niveaux 
similaires à la littérature, ces anticorps ont été testés sur les culots cellulaires par immunofluorescence. 
Avec cette technique, nous avons voulu confirmer les résultats obtenus par immunobuvardage de type 
western blot mais aussi valider la bonne localisation des protéines d’intérêts. 
La validation de la spécificité des anticorps est nécessaire afin de s’assurer du bon ciblage de nos 
anticorps (Bordeaux et al., 2010). Parmi les problèmes courants identifiés, il y a le manque de spécificité 
de la cible (Michel et al., 2009) et la non reproductibilité des anticorps entre les différents lots 
commerciaux (Grimsey et al., 2008). Dans notre cas, l’optimisation des conditions expérimentales et la 
validation de la spécificité des anticorps anti-PUMA, -EGFR, -ERBB2 et -ERBB3 ont été assez rapides car un 




de type western blot et d’immunofluorescence a montré des niveaux relatifs d’expressions similaires. Par 
conséquent, l’IF n’a nécessité que quelques ajustements mineurs en termes de concentrations d’anticorps 
pour obtenir des conditions expérimentales optimales. Pour ce qui est du suivi de l’expression des 
protéines NOXA et ERBB4, les optimisations furent plus compliquées et nécessitèrent de tester plusieurs 
anticorps. Pour NOXA, nous avons ainsi essayé des anticorps pour lesquels la localisation du marquage en 
IF était non reportée dans la littérature. Afin d’avoir une validation de l’anticorps NOXA, nous avons eu 
recours à l’utilisation de siRNA anti-NOXA avec les différents anticorps. Le choix de l’anticorps anti-NOXA 
s’est porté sur celui qui a présenté la plus importante diminution du niveau d’expression de la protéine 
NOXA par immunobuvardage de type western blot et immunofluorescence. Pour ERBB4, nous avons eu 
plusieurs anticorps qui ont donné des résultats incohérents et non corrélés entre les techniques 
d’immunobuvardage de type western blot et d’immunofluorescence. Finalement, un clone d’anticorps de 
ERBB4 a permis d’avoir des résultats conformes à la littérature dans les contrôles positifs et négatifs, mais 
avec de faibles niveaux d’expression dans les lignées prostatiques. 
 
3.2.2 Optimisation du multi-marquages  
Pour obtenir une bonne localisation des protéines d’intérêts dans les échantillons de tissus des 
patients, il est nécessaire d’avoir recours à du multi-marquage incluant un marquage qui permettra de 
faire la distinction entre les cellules épithéliales et les cellules basales. 
 
3.2.2.1 Harmonisation du marquage des cellules épithéliales 
Les cellules épithéliales sont importantes car elles sont les cellules sécrétoires et se sont ces cellules 
qui peuvent acquérir des mutations génétiques les transformant en cellules cancéreuses (S. O. Lee et al., 
2012). Le marquage des cellules épithéliales se fait en combinant plusieurs anticorps primaires reconnus 
par le même anticorps secondaire. Le choix des anticorps primaires constituant ce cocktail dépend de 
l’espèce de l’anticorps primaire utilisé pour la protéine d’intérêt. Lors de l’utilisation d’un anticorps 
primaire de type lapin pour la protéine d’intérêt, un cocktail d’anticorps de type souris sera privilégié pour 
la détection des cellules épithéliales et inversement dans le cas contraire. Ainsi un cocktail d’anticorps 
anti-cytokératines (CK) 18, anti-CK19 et anti-APS a été sélectionné lorsqu’un anticorps de type lapin a été 
utilisé contre la protéine d’intérêt (EGFR, ERBB3 et PUMA), et un cocktail d’anticorps anti-CK8 et anti-




d’anticorps pour constituer les cocktails de marquage des cellules épithéliales est liée à la disponibilité 
commerciale des différents anticorps. 
Le niveau d’expression de la cytokératine 8 augmente dans les cellules épithéliales d’un épithélium 
différencié (Kuchma et al., 2012). La cytokératine 18 est exprimée par des cellules épithéliales constituant 
un épithélium non différencié (Long et al., 2005). La cytokératine 19 est exprimée chez toutes les cellules 
épithéliales, quel que soit le degré d’évolution et de différenciation du cancer (Nagle et al., 1991). 
L’anticorps anti-APS identifie spécifiquement les cellules épithéliales prostatiques d’un épithélium 
différencié (Long et al., 2005). La combinaison de ces cytokératines permet une détection optimale des 
cellules épithéliales à tous les niveaux de progression du cancer de la prostate. Par conséquent, ces deux 
cocktails d’anticorps primaires (anti-CK8, -CK18 et anti-CK18, -CK19, -APS) permettent une très bonne 
détection de toutes les cellules épithéliales du cancer de la prostate, même dans leur état le plus 
indifférencié. Néanmoins, dans le cadre d’une utilisation en clinique et afin d’avoir une meilleure 
harmonisation pour la détection des cellules épithéliales, il me semblait primordial d’avoir un cocktail 
commun, entre type souris et lapin. En prenant en compte les différents niveaux d’expression des 
cytokératines par rapport à la progression des cellules épithéliales et la disponibilité de ces anticorps, j’ai 
utilisé le cocktail de cytokératines 8 et 18. Ces cytokératines ont montré leur potentiel de détection par le 
passé, aussi bien individuellement qu’ensemble (Wolff et al., 1998). De plus, il existe un cocktail 
commercialisé et validé pour les cytokératines 8 + 18 de type lapin ce qui permet de réduire les 
contaminations potentielles dues aux étapes de préparation. Malheureusement, ce cocktail n’existe pas 
pour le type souris, mais chacune de ces deux cytokératines sont commercialisées séparément. Grâce à 
l’obtention d’un cocktail maison du sous type souris et l’utilisation du cocktail prêt à être utiliser pour les 
cytokératines 8 + 18, cela permet d’avoir une harmonisation dans la procédure de détection des cellules 
épithéliales. De plus, l’utilisation combinée des cytokératines 8 et 18, de type lapin et souris, comme 
masque épithélial a permis de garantir la sensibilité et la spécificité requises pour détecter les cellules 
épithéliales prostatiques quel que soit le niveau de différenciation du tissu lors des analyses. 
 
3.2.2.2 Ajout d’un marquage pour les cellules basales 
Étant donnée les avantages que l’IF propose en termes de multi-marquage, il est possible de faire 
l’ajout d’un cocktail d’anticorps permettant la détection du tissu épithélial bénin via le marquage des 
cellules basales. Comme les lames de micro-étalages de tissus comprennent à la fois des échantillons 




glande correspond bien à la nature supposée du tissu présent. Sans cette confirmation, il peut exister un 
biais lié à la mauvaise classification des résultats d’expressions de certaines carottes (bénin vs tumeur). 
Étant donné que le processus d’analyse d’IF se fait de façon semi-quantitative alors il est nécessaire d’avoir 
une totale optimisation pour l’identification du type de glande présente, contrairement à l’IHC ou c’est le 
pathologiste qui fait la distinction entre les glandes avec une approche visuelle en fonction de la structure 
morphologique des glandes. L’ajout du marquage des cellules basales permet donc la distinction entre les 
glandes bénignes et les glandes tumorales. En effet, il a été montré que le développement d’un cancer de 
la prostate est caractérisé par la perte des cellules basales des glandes prostatiques (Stoyanova et al., 
2013). Afin de faire le marquage de ce type de cellule, nous avons fait le choix d’un cocktail d’anticorps 
contre des cytokératines de hauts poids moléculaires et contre p63, cocktail couramment utilisé en 
clinique (X. J. Yang et al., 1999) (Parsons et al., 2001) (Kurita et al., 2004). De ce fait, avec l’identification 
de la présence des glandes bénignes alors il est possible de faire l’exclusion des glandes tumorales dans 
les carottes histologiquement identifiées comme bénigne et inversement. De plus, il est à noter que 
l’ensemble des études d’IHC effectuées à ce jour n’ont été faites qu’en prenant en compte les cellules 
épithéliales des tissus tumoraux. L’ajout d’un marquage des cellules basales permet d’obtenir une 
quantification des biomarqueurs dans les cellules épithéliales dans les tissus bénins. Plus spécifiquement 
l’ajout de p63 et des cytokératines de hauts poids moléculaires permet une identification précise de la 
présence des tissus bénins évitant ainsi une sur- ou une sous-estimation de la présence des glandes 
bénignes, par les cellules basales, qui ont pu affecter la qualité et la précision des résultats des études 
antérieures. Il est à noter que récemment, plusieurs publications ont montré l’importance d’étudier les 
tissus bénins adjacents à la tumeur qui présente un microenvironnement différent en fonction de sa 
distance par rapport à la tumeur. Une première étude a mis en évidence qu’une forte expression de la 
microseminoprotéine-β (MSMB), un biomarqueur sérique du cancer de la prostate, dans les tissus bénins 
était associé à un grade tumoral plus élevé et agressif (Bergstrom et al., 2018). Une autre étude a rapporté 
qu’un niveau anormal de méthylation dans les tissues bénins à distance des glandes cancéreuses corrèle 
avec une forme plus agressive du cancer de la prostate (B. Yang et al., 2019). Dans l’ensemble, ces travaux 
mettent en perspective la pertinence de l’identification des glandes bégnines dans l’optique d’obtenir des 






3.2.3 Perfectionnement de l’analyse d’image 
L’objectif de ce projet de recherche était aussi, par l’intermédiaire de l’IF, de pouvoir faire une 
quantification de l’expression de chaque biomarqueur dans les différents compartiments tissulaires 
(cellules épithéliales et stroma). L’utilisation du multi-marquage permet d’avoir un visuel rapide des 
différentes zones du tissu cancéreux disponible. De plus, par l’intermédiaire du logiciel d’analyse d’image 
VisiomorphDP (Visiopharm) et du multi-marquage des différents compartiments tissulaires, il est possible 
de quantifier chaque biomarqueur de façon spécifique dans chaque compartiment au sein d’une zone 
tissulaire prédéfinie. 
Comme vu précédemment l’utilisation de plusieurs cocktails d’anticorps permet d’identifier les 
différents compartiments tissulaires au moyen des différents canaux de fluorescence. Ceci permet de 
quantifier le signal fluorescent dans les cellules épithéliales, dans le stroma mais aussi dans les noyaux et 
le cytoplasme de chaque sous-type cellulaire. Ces quantifications sont faites grâce à la création et à 
l’utilisation de différents algorithmes successifs qui déterminent les zones d’intérêts et les moyennes 
d’intensité de fluorescence dans chacune de ces zones. Un premier algorithme permet de définir la zone 
totale à analyser pour chaque carotte de tissu. Cet algorithme est basé sur la recherche de noyaux 
cellulaires via le canal du DAPI car ce marquage est présent dans tous les sous types tissulaires. Suite à 
l’application de cet algorithme, nous excluons manuellement les artéfacts (taches lumineuses, tissu replié) 
et les zones inappropriées par rapport à l’identification pathologique initiale de chaque carotte de tissu 
(bénin versus tumeur). Cette étape manuelle permettant de localiser et identifier les glandes bénignes, 
ne peut se faire, tel que précédemment mentionné, que grâce au marquage des cellules basales. Par la 
suite, un deuxième algorithme identifie les cellules épithéliales dans la zone totale prédéfinie 
précédemment. Un troisième algorithme soustrait, pour chaque carotte, les cellules épithéliales à la zone 
totale d’analyse afin de localiser le stroma. Un dernier algorithme va finalement aller chercher, via de 
nouveau le marquage au DAPI, les noyaux de chaque cellule et en déduire les régions cytoplasmiques dans 
chaque sous-type cellulaire. L’utilisation de cet ensemble d’algorithmes du logiciel VisiomorphDP permet 
d’obtenir un ensemble de moyennes d’intensité de fluorescence pour chaque compartiment ciblé tel que 
le cytoplasme et le noyau des cellules épithéliales bénignes, cancéreuses et du stroma. Ces moyennes 
sont une quantification en valeur continue semi-automatisée et objective de l’expression de chaque 
biomarqueur dans chacun des compartiments définis. 
L’utilisation de micro-étalages tissulaires permet de réunir une quantité importante d’échantillons 




par IF. Étant donnée le nombre de carottes de tissus présent sur chaque lame et le nombre différents de 
signaux à quantifier, le processus de numérisation peut être assez long et entrainer une diminution de 
l’intensité du fluorochrome entre chaque lame. Il peut se traduire par une difficulté à trouver un seuil 
homogène et commun pour chaque compartiment tissulaire et chaque lame de tissus. Par conséquent, 
une normalisation de nos résultats est inévitable pour permettre leur appréhension et leur comparaison 
dans leur globalité. La meilleure normalisation que notre laboratoire, à ce jour, mis au point consiste à 
faire la moyenne des intensités des carottes présentent sur toutes les lames et la moyenne des intensités 
de chaque lame. En divisant la moyenne des intensités des carottes de toutes les lames par la moyenne 
des intensités des carottes de chaque lame, nous obtenons un ratio pour chaque lame. Ces ratios doivent 
être le plus proche possible de 1, ce qui correspond à une plus faible différence de marquage moyen entre 
les lames. Finalement, chaque résultat brut des carottes de tissu d’une lame est normalisé en le 
multipliant par le ratio obtenu pour cette même lame (Dankner et al., 2019) (Communal et al., 2020). 
 
3.3 Potentiel réel des biomarqueurs de ce projet de recherche 
Les biomarqueurs étudiés dans ce projet de recherche présentent des résultats prometteurs (sauf 
ERBB4 et ERBB2) pour permettre une meilleure stratification des patients atteints d’un cancer de la 
prostate. Cependant, ces quatre biomarqueurs (NOXA, PUMA, EGFR, ERBB3) présentent tous un potentiel 
en utilisation seuls mais avec une capacité de discrimination des patients différents. En particulier et en 
raison du nombre de patients et donc du nombre d’évènements de la cohorte utilisée dans le cadre de ce 
projet de recherche de doctorat, il est légitime de dire que les biomarqueurs inclus ici, avec une expression 
protéique analysée par IHC ou IF, présentent un meilleur potentiel que ceux présentés dans l’introduction 
à l’exception de la protéine p65 qui à ce jour a été étudiée dans une cohorte multicentrique regroupant 
1512 patients. En regardant les résultats obtenus par Kaplan-Meier pour chaque biomarqueur utilisé seul, 
ce projet de recherche de doctorat a mis en évidence une association significative entre les biomarqueurs 
NOXA (LR :14,854, p<0,001), PUMA (LR :8,831, p=0,003) et EGFR (LR :5,861, p=0,015) avec la rechute 
biochimique. En ce qui concerne le biomarqueur ERBB3, il y a uniquement une tendance d’association 
avec la rechute biochimique (LR :3,768, p=0.052) alors que le biomarqueur ERBB2 n’a pas présenté 
d’intérêt pour anticiper le temps avant une rechute biochimique (LR :2,441, p=0,118). 
En prenant l’exemple de l’étude des glandes bénignes provenant de patients atteints d’un cancer 
de la prostate (Article 1), nous avons montré que le suivi en clinique de l’expression de biomarqueurs 




l’analyse de biomarqueurs dans les glandes bénignes lors du prélèvement des biopsies permettra de faire 
un diagnostic du cancer de la prostate à haut risque chez un patient plus précocement. L’identification de 
biomarqueurs dans les glandes bénignes sur une étude rétrospective permet de distinguer les patients à 
haut et à bas risque de progression ce qui pourrait être indicatif, au niveau clinique, lors du prélèvement 
des biopsies, en complément des méthodes de diagnostic de cancer de la prostate habituelles. Cela 
permettrait en effet de se faire une meilleure idée des risques de progression du cancer de la prostate et 
donc de mieux adapter la planification des traitements. Sur les 12 biopsies de diagnostic prélevées sur un 
patient, même si un grand nombre d’entre elles présenteront une forte proportion de cellules bénignes 
cela ne veut pas dire qu’il y ait absence de cancer. Il est à noter que le cancer de la prostate peut avoir de 
très petits foyers tumoraux et que le prélèvement de 12 biopsies représente uniquement un petit volume 
de la prostate totale. Il y a donc toujours un risque d’obtenir des résultats de type faux négatif. De ce fait, 
si on est en mesure de tester sur des cellules bénignes la présence de biomarqueurs qui seraient indicatifs 
d’un risque de cancer, alors cela apportera un outil supplémentaire au clinicien pour le diagnostic mais 
aussi pour prédire l’évolution de ce cancer. De ce fait, si dans les biopsies la présence de glandes bénignes 
est associée à des biomarqueurs qui ont une expression de haut niveau alors cela sera un signe significatif 
supplémentaire pour le clinicien que le cancer a une forte probabilité d’évoluer vers une maladie 
agressive. À l’opposé, si l’expression de biomarqueurs tels que PUMA et NOXA est faible dans les glandes 
bénignes, le clinicien pourra raisonnablement envisager que la maladie est à faible risque et donc aiguiller 
son patient vers une surveillance active. Cela permettra également de réduire l’utilisation de sur-
traitements que certains patients peuvent subir alors que leur cancer de la prostate ne progressera pas 
ou très lentement au cours du temps. La surveillance active, bien que ce ne soit pas à proprement parler 
un traitement, permet en effet, par l’intermédiaire de suivi régulier, de permettre au patient de conserver 
une bonne qualité de vie sans nuire à sa survie. Il faut aussi garder en tête que certains patients sous 
surveillance active peuvent présenter un cancer de la prostate qui va progresser, en incluant le suivi de 
l’expression de ces biomarqueurs, cela permettra de les identifier plus tôt et donc de leur permettre 
d’avoir recourt à des options thérapeutiques plus adaptées à l’état de leur cancer de la prostate. 
Dans l’article 2, nous avons suivi l’expression de biomarqueurs dans les glandes tumorales afin de 
déterminer leur potentiel à prédire la progression du cancer de la prostate. Le suivi sur du long terme de 
cette cohorte et l’importance statistique, nous ont permis de nous concentrer sur la progression du cancer 
de la prostate vers une rechute biochimique, vers le développement de métastases et vers une mortalité 
spécifique au cancer de la prostate. Parmi les biomarqueurs décrits dans l’introduction, un très faible 




mortalité spécifique au cancer de la prostate. Ceci est attribuable au faible nombre de patients inclus dans 
chaque cohorte étudiée et à la faible proportion des patients qui vont subir ces complications. La cohorte 
utilisée dans ce projet de recherche présente l’avantage d’être mature car elle présente un suivi des 
patients sur du très long terme (suivi médian de la cohorte environ 10 ans), d’avoir un grand nombre de 
patients et donc un plus grand nombre d’évènements pour les différents devenirs des patients atteints 
d’un cancer de la prostate. Le suivi des patients sur du long terme est important étant donné que le cancer 
de la prostate est un cancer majoritairement à progression lente. Dans un contexte identique à notre 
étude avec l’utilisation d’échantillons de prostatectomie radicale provenant de patients atteints d’un 
cancer de la prostate, nos résultats ont confirmé et renforcé la littérature antérieure. Une forte 
augmentation de EGFR est associée à la progression du cancer de la prostate (Koumakpayi et al., 2010; 
Mandel et al., 2018; Schlomm et al., 2007), et une faible expression de ERBB3 est associée à un mauvais 
pronostic des patients (Koumakpayi et al., 2007). Cependant, l’implication de ERBB2 dans la progression 
du cancer de la prostate semble incertaine, car certains travaux ont montré qu’un faible niveau 
d’expression de ERBB2 était associé à un mauvais pronostic (Minner et al., 2010) tandis que d’autres n’ont 
pas identifié de corrélation (Baek et al., 2012). De plus, toutes ces études publiées dans la littérature ont 
uniquement investigué la rechute biochimique comme devenir des patients. En tenant en compte que les 
membres de la famille ERBB forment des homos et des hétérodimères, il est apparu indispensable 
d’examiner ces protéines en combinaison. C’est donc dans cette optique là que ce projet de recherche a 
permis d’identifier la meilleure combinaison en incluant les 3 membres (EGFR, ERBB2 et ERBB3) de la 
famille ERBB dans une cohorte de 285 patients pour la rechute biochimique, le développement des 
métastases et le décès spécifique par cancer de la prostate. Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent 
qu’une combinaison différente de ERBB pourrait être utile pour la stratification des patients atteins d’un 
cancer de la prostate après une chirurgie de type prostatectomie radicale. Nous avons démontré que les 
patients présentant une forte expression de EGFR couplée à une faible expression de ERBB3 étaient 5 fois 
plus à risque de rechute biochimique. Si à cela, nous ajoutons une faible expression de ERBB2 alors le 
risque de développer des métastases osseuses est augmenté de 14 fois, et le risque de mortalité 
spécifique au cancer de la prostate est de 36 fois. Cependant, il est à noter que la quantification de 
l’expression de ERBB4 dans le cadre du cancer de la prostate a montré de trop faible niveau ne permettant 
pas de poursuivre les analyses et donc l’obtention de données probantes. À la vue des résultats obtenus 
pour les biomarqueurs de cette étude, ces derniers se montrent essentiels pour déterminer l’agressivité 




Malgré le potentiel pour une utilisation en clinique que certains des biomarqueurs étudiés ont 
révélé lors de ce projet de recherche, il sera nécessaire de faire des ajustements avant leur potentiel 
utilisation en routine au niveau clinique. Dans un premier temps, il sera nécessaire de finaliser la validation 
de nos résultats sur une cohorte indépendante présentant un plus grand nombre de patients. Ensuite, il 
faudra établir des niveaux d’expressions de référence et pour cela identifier des seuils de catégorisation 
reproductibles pour des niveaux faibles, intermédiaires et hauts. Après, il est aussi nécessaire de connaitre 
l’impact de ces biomarqueurs par rapport aux mécanismes biologiques afin de mieux comprendre leur 
rôle dans la progression de la maladie (Yee et al., 2018). Finalement, il faudra soit inclure la détection de 
ces biomarqueurs dans des techniques présentement utilisées en clinique soit faire adopter en clinique 
une nouvelle technique pour la détection et le suivi de l’expression de ces biomarqueurs. Par ailleurs, 
avant la mise sur le marché d’un nouveau biomarqueur, il est nécessaire d’obtenir une autorisation par 
les autorités de santé compétentes. Cette autorisation repose sur la bonne balance entre le bénéfice et 
le risque lors de l’utilisation de ce biomarqueur. Les bénéfices doivent montrer un réel ajout 
d’informations pour les cliniciens dans leur gestion thérapeutique. Et les risques doivent être minimes 
avec peu ou pas d’effets secondaires. La sensibilité d’un biomarqueur peut ainsi être mesurer pour sa 
capacité à donner un résultat positif, tandis que la spécificité qui est son opposé peut être mesurer pour 
sa capacité à donner un résultat négatif (Srivastava et al., 2018). C’est deux notions sont obtenues en 
statistique à travers l’utilisation des courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) (Zweig et al., 1993). 
La courbe théorique avec une discrimination parfaite doit passer par une sensibilité égale à 1 (fraction de 
vrai positif) et une spécificité égale à 0 (fraction de faux positif), cela se traduit par une aire sous la courbe 
égale à 1. Pour un tracé théorique sans discrimination, la sensibilité et la spécificité seront toutes les deux 
égales à 0,5, ce qui correspond à la diagonale de la courbe ROC. Cela veut dire que plus l’aire sous la 
courbe est élevée et plus le biomarqueur sera robuste (Zweig et al., 1993). Pour chaque biomarqueur de 
ce projet de recherche, des courbes ROC ont été établies et des aires sous la courbe en ont été déduites 
pour la rechute biochimique : pour PUMA = 0,527, NOXA = 0,530, EGFR = 0,549, ERBB2 = 0,427 et ERBB3 
= 0,461 (Tableau 4). Pour les protéines de la famille ERBB, il y a aussi eu l’exécution de ces courbes ROC 
pour le développement des métastases EGFR = 0,689, ERBB2 = 0,404 et ERBB3 = 0,362 (Tableau 4); et 
pour la mort spécifique des patients par le cancer de la prostate EGFR = 0,614, ERBB2 = 0,372 et ERBB3 = 







Tableau 4 : Récapitulatif des données de courbe ROC pour chaque biomarqueur, seul et en combinaison, en 
fonction des risques d'évolution de la maladie 
Rechute biochimique 
PUMA : 0,527 
Groupe PUMA et NOXA : 0,655 
NOXA : 0,530 
EGFR : 0,549 
Groupe EGFR, ERBB2 et ERBB3 : 0,581 ERBB2 : 0,427 
ERBB3 : 0,461 
Développement des métastases 
EGFR : 0,689 
Groupe EGFR, ERBB2 et ERBB3 : 0,697 ERBB2 : 0,404 
ERBB3 : 0,362 
Mort spécifique des patients par 
cancer de la prostate 
EGFR : 0,614 
Groupe EGFR, ERBB2 et ERBB3 : 0,725 ERBB2 : 0,372 
ERBB3 : 0,289 
 
3.4 Combinaison des biomarqueurs 
Afin de maximiser les connaissances scientifiques avec cette étude, il est paru astucieux de faire 
des études de combinaison de nos biomarqueurs. En combinant ces biomarqueurs, il y a ajout d’un réel 
potentiel pour permettre une meilleure stratification des patients atteints d’un cancer de la prostate. 
Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que les études de biomarqueurs seuls donnent 
des résultats de stratification moins importants que quand nous incluons deux biomarqueurs dans un 
même système d’analyse (Article 1). Ces résultats montrent que dans le cadre du cancer de la prostate, il 
ne semble pas possible d’avoir un seul et unique élément qui permette d’avoir une réponse claire 
concernant la progression de ce cancer. Par conséquent, l’analyse et l’intégration de plusieurs paramètres 
dans un nomogramme sont nécessaires (Magnetta et al., 2020). Ils intègrent les données cliniques et 
peuvent être complétés avec toutes informations que les biomarqueurs peuvent apporter. Faire la 
combinaison des résultats de deux biomarqueurs est très simple car chaque biomarqueur est divisé en 
deux : haute et faible expression. De ce fait, la combinaison de ces biomarqueurs va produire 4 groupes : 
faible et faible expression, haute et haute expression et les expressions inversent pour chaque 




correspondante a été établi et il est à noter qu’il y a eu une amélioration de l’aire sous la courbe: PUMA 
seule = 0,527, NOXA seule = 0,530, alors que pour le groupe PUMA et NOXA = 0,655 (Tableau 4). 
Pour aller plus loin, il est possible de faire la combinaison de plus de deux biomarqueurs (Article 2). 
Malgré une division individuelle de chaque biomarqueur entre haute et faible expression, il n’est pas facile 
de faire une prédiction juste de la combinaison de biomarqueurs qui mènera à la meilleure stratification 
du cancer de la prostate. C’est pour cela que nous avons eu recours à l’utilisation du logiciel R afin de créer 
des arbres décisionnels. Les arbres décisionnels sont une méthode informatique utilisée pour la 
modélisation d’une classification (Chang et al., 2020). Leur but est de créer un modèle qui va prédire un 
évènement en combinant plusieurs variables d’entrées. De ce fait, pour la création d’arbres décisionnels, 
il est nécessaire d’inclure les informations liées à l’évènement à prédire (par exemple : la rechute 
biochimique) ainsi que les différents biomarqueurs qui sont les variables d’entrées. Un arbre décisionnel 
est composé de nœuds en arborescence, sous chaque nœud se développe soit une branche soit une 
feuille. À chaque nœud, il y a une variable d’entrée qui est sélectionnée par le logiciel. La branche 
correspond à une succession de différents nœuds et donc à une combinaison de variables d’entrées, alors 
que la feuille est le nœud terminal qui représente le résultat de la classification de la prédiction. Le logiciel 
va permettre de définir les combinaisons les plus justes pour la prédiction de l’évènement à analyser. En 
conséquence, l’utilisation d’arbre décisionnel est recommandée pour la combinaison de plus de deux 
biomarqueurs. Il faut souligner, que plus le biomarqueur sera haut dans l’arbre décisionnel, plus le 
biomarqueur sera stratifiant pour l’évènement à prédire. Et plus le biomarqueur sera bas dans l’arbre 
décisionnel, et plus le biomarqueur affinera la stratification de l’évènement à prédire. Après avoir obtenu 
les différents groupes, la courbe ROC correspondante a été établi et il est à noter qu’il y a eu une 
amélioration de l’aire sous la courbe pour la rechute biochimique: EGFR seul = 0,549, ERBB2 seul = 0,427 
et ERBB3 seul = 0,461, alors que pour le groupe EGFR, ERBB2 et ERBB3 = 0,581 (Tableau 4). Des résultats 
similaires ont été obtenu pour le développement des métastases EGFR seul = 0,689, ERBB2 seul = 0,404 
et ERBB3 seul = 0,362, alors que pour le groupe EGFR, ERBB2 et ERBB3 = 0,697 (Tableau 4); et pour la 
mortalité spécifique au cancer de la prostate EGFR = 0,614, ERBB2 = 0,372 et ERBB3 = 0,289, alors que 
pour le groupe EGRE, ERBB2 et ERBB3 = 0,725 (Tableau 4). De ce fait, ces résultats semblent confirmer 
qu’il est grandement nécessaire de faire un ciblage plus précis des patients afin d’avoir une meilleure 
approche thérapeutique. De plus, les résultats obtenus dans ce projet de recherche, nous permettent 
d’augmenter les connaissances qui permettraient d’expliquer les échecs des essais cliniques ciblant ces 




Finalement, maintenant que ces protéines ont montré leur intérêt comme biomarqueurs, il serait 
intéressant d’avoir comme perspective à ce projet de recherche de doctorat d’aller explorer ces protéines 
au niveau biologique afin de mieux comprendre le rôle que ces dernières peuvent avoir dans la 





Le suivi des niveaux d’expression des biomarqueurs pour prédire leur implication dans la 
progression du cancer est controversé dans la littérature. Durant les dernières années, plusieurs études 
dans le cancer de la prostate ont identifié des biomarqueurs prometteurs bien que très peu soit 
actuellement adopté en clinique. Ce projet de recherche aura permis de confirmer le potentiel de 
plusieurs biomarqueurs dans le cadre du cancer de la prostate. Plusieurs étapes de mise au point ont 
permis de faire une normalisation des techniques en vue d’une utilisation en clinique. Ensuite, il a été mis 
en évidence que suivre la combinaison de l’expression des protéines PUMA et NOXA, dans les glandes 
bénignes, permet une bonne stratification des patients pour prédire la progression vers une maladie à 
haut risque. Finalement, l’analyse du potentiel des différentes combinaisons des niveaux d’expression des 
membres de la famille ERBBs permet d’évaluer les risques de rechute biochimique, de développement de 
métastases et de mortalité spécifique au cancer de la prostate. 
Notre étude de chaque biomarqueur, par immunofluorescence, dans des échantillons de patients 
atteints d’un cancer de la prostate a permis de confirmer le potentiel de leurs utilisations. En prenant 
spécifiquement en compte le cancer de la prostate, des résultats peu prometteurs pour l’utilisation de 
certains biomarqueurs seuls tandis que l’utilisation de ces biomarqueurs en combinaison ont montré un 
réel potentiel de leurs utilisations. De plus, cette étude montre une mise au point de la technique 
d’immunofluorescence dans le cadre du cancer de la prostate qui permet de faire une quantification 
précise à la fois dans les glandes bénignes et tumorales. 
En conclusion, notre étude de biomarqueurs met en évidence leurs implications dans le cancer de 
la prostate bien que les résultats antérieurs portant sur ces mêmes protéines soient assez controversés 
dans la littérature. Le flou demeure sur la question de l’utilisation de biomarqueurs en clinique pour ce 
cancer et il est donc nécessaire de faire de plus amples validations en utilisant des cohortes indépendantes 
et en regroupant un plus grand nombre de patients. Cela permettra d’explorer davantage leur implication 
dans le cancer de la prostate et donc d’avoir à disposition un plus grand nombre d’outils permettant une 
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